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  GLOSARIO DE ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS 
ALE Alternancia de longitud de enlace de la cadena poliénica del retinal 
ABNR Augment Basis Newton―Raphson (procedimiento de minimización de energía 
con incremento de base Newton―Raphson)    
BH―LYP 
o B3LYP  
Siglas provenientes de los términos Becke (Becke 3)―Lee―Yang―Parr, utili-
zadas para denominar funcionales híbridos de correlación―intercambio 
BLAST Basic Local Alignment Search Tool (herramienta básica de búsqueda de ali-
neamiento local) 
BS Base de Schiff 
BSD Base de Schiff no protonada 
BSP Base de Schiff protonada 
CG Conjugated Gradient (algoritmo optimizador basado en el método gradiente 
conjugado)   
CPL Condiciones periódicas del límite usadas durante las dinámicas moleculares 
clásicas de las rodopsinas embebidas en membrana lipídica 
DAM Deformed Atoms in Molecules (método para el cálculo de las deformaciones de 
la densidad electrónica en una molécula) 
DDE Deformaciones de la densidad electrónica 
DFT Density Functional Theory (teoría de funcionales de la densidad) 
DFT/MRCI Density Functional Theory/Multi―Reference Configuration Interaction (método 
basado en la interacción de configuraciones multireferencial y la teoría de fun-
cionales de la densidad) 
DOPE Discrete Optimized Protein Energy (“energía discreta” de la proteína optimiza-
da) 
E Energía total obtenida durante dinámicas moleculares clásicas (mecánica mo-
lecular) 
EAmáx Energía máxima almacenada en la batorodopsina 
EE Electronic Embedding (esquema de inserción electrónica)  
Eox Potencial de oxidación 
ERO Especies reactivas del oxígeno 
EVE Energías verticales de excitación 
FTIR Fourier―transform Infrared (término usado para referirse a la espectroscopia 
infrarroja de transformadas de Fourier)  
ƒ Fortaleza del oscilador 
HOMO Highest Occupied Molecular Orbital (orbital molecular ocupado más elevado, de 
mayor energía) 
LCAO Linear Combination of Atomic Orbitals (combinación lineal de orbitales atómi-
cos) 
LUMO Lowest Unoccupied Molecular Orbital (orbital molecular desocupado más bajo, 
de menor energía) 
MD Molecular Dynamics (dinámica molecular clásica) 
MD1 Simulación de dinámica molecular clásica para el sistema con la rodopsina 
embebida en solvente explícito de agua 
 MD2 Simulación de dinámica molecular clásica para el sistema con la rodopsina 
embebida en membrana de palmitoil―oleoil―fosfatidil―colina doblemente 
hidratada  
MD2L Simulación de dinámica molecular clásica para el sistema con la rodopsina libre 
de restricciones armónicas y embebida en membrana de palmitoil―ole-
oil―fosfatidil―colina doblemente hidratada  
MD2R Simulación de dinámica molecular clásica para el sistema con la rodopsina 
sometida a restricciones armónicas y embebida en membrana de palmi-
toil―oleoil―fosfatidil―colina doblemente hidratada  
ME Mechanical Embedding (esquema de inserción mecánica)  
MM Molecular Mechanics (mecánica molecular) 
MRCI Multi―Reference Configuration Interaction (interacción de configuraciones mul-
tireferencial) 
m = 0  
(l = 2) 
Armónico esférico (componente d3z2-r2 del cuadrupolo), usado para cuantificar la 
contribución atómica a la deslocalización de la carga en la molécula retinal 
N Vector ortogonal del plano correspondiente 
NBO Natural Bond Orbital (orbital natural enlazante) 
O2(1∑g+ ) Segundo estado excitado del oxígeno molecular 
1O2  
o O2[1∆g] 
Oxígeno singlete (primer estado excitado del oxígeno molecular) 
3O2 o O2 Oxígeno molecular en estado base 
PDB Protein Data Bank (banco de datos de proteínas) 
PIaprox Potencial de ionización aproximado, se calcula como el negativo del valor de la 
energía del correspondiente orbital HOMO (vide supra) 
POPC Palmitoyl―Oleoyl―Phosphatidyl―Choline (palmitoil―oleoil―fosfatidil―colina) 
QM Quantum Mechanics (mecánica cuántica) 
QM/MM Quantum Mechanics/Molecular Mechanics (método híbrido mecánica cuánti-
ca/mecánica molecular) 
QM―MM Quantum Mechanics―Molecular Mechanics (límite entre los subsistemas QM y 
MM en el modelo QM/MM) 
RAPG Receptor acoplado a proteína G (transducina en retina) 
pH Negativo del valor obtenido a partir del logaritmo de base 10 con la concentra-
ción de protones de hidrógeno como argumento 
pKa Negativo del valor obtenido a partir del logaritmo de base 10 con la constante 
de acidez (Ka) como argumento para el correspondiente grupo disociable 
RMSD Root―Mean―Square Deviation (raíz cuadrática de la desviación, estructural, 
promedio), usada para evaluar similitudes entre estructuras tridimensionales 
rmsd root―mean―square deviation (raíz cuadrática de la desviación promedio), 
usada para evaluar las funciones matemáticas encontradas 
RP Retinosis pigmentaria 
RPAD Retinosis Pigmentaria con el patrón de herencia autosómico dominante 
RTN349 11―cis―retinal 
SCF Self Consistent Field (campo autoconsistente) 
  
SR Sitio de unión del 11―cis―retinal dentro de la estructura tridimensional de la 
opsina que compone a la rodopsina  
S0 Estado singlete base  
S1 Primer estado singlete excitado o estado singlete excitado de más baja energía 
S∆ Eficiencia para generar oxígeno singlete durante la desactivación del estado T1 
por su interacción con oxígeno molecular 
TDDFT Time―Dependent Density Functional Theory (método basado en la teoría de 
funcionales de la densidad dependientes del tiempo) 
TIP3P Modelo específico para moléculas de agua descrito en campos de fuerza de 
mecánica molecular  
TZVP  
o 6-31G* 
Conjunto de bases utilizado en cálculos QM 
T1 Estado triplete excitado más bajo o de menor energía  
UVA Ultravioleta A 
UV―Vis Ultravioleta―visible  
VTFM Variable Target Function Method (método de optimización que usa la función 
objetivo variable de la herramienta MODELLER) 
W Moléculas de agua  
WT Wild Type (tipo salvaje, término usado para referirse a una variante molecular 
normal o no mutante) 
Z Valor de puntuación para evaluar grados de empaquetamiento de las estructu-
ras tridimensionales 
3D Tridemensional 
3D―1D Concordancia estructural entre el nivel tridimensional y primario para evaluar la 
compatibilidad entre la secuencia de una proteína) y el ambiente estructural 3D  
ΔES1―S0 Diferencia de energía entre los estados excitados S1 y S0 (EVE) 
ΔES1―T1 Diferencia de energía entre los estados excitados S1 y T1 
ΔET1―S0  
o ET1 
Diferencia de energía entre los estados excitados T1 y S0 (energía del estado 
T1) 
λmáx Longitud de onda de la radiación correspondiente al máximo de absorción es-
pectral de una molécula 
φ Ángulo diedro 
ω Ángulo entre planos 
 SÍNTESIS 
En este trabajo, se realiza una nueva aplicación combinada de modelación por homología, diná-
mica molecular clásica, teoría de funcionales de la densidad, deformaciones de la densidad 
electrónica y el método híbrido mecánica cuántica/mecánica molecular para evaluar propiedades 
geométricas, electrónicas y fotoquímicas en rodopsinas mutantes portadoras de las sustituciones 
M207R y S186W asociadas a Retinosis Pigmentaria (RP). Nuestros resultados para las rodopsi-
nas bovina y humana normales, usadas como referencia, concuerdan adecuadamente con los 
resultados experimentales. En los mutantes, se encontró una geometría inadecuada del retinal 
para la reacción de fotoisomerización, una red puentes de hidrógeno del núcleo proteínico pertur-
bada, y un corrimiento espectral hipsocrómico; esto último debido a características estructurales 
de la cadena del retinal, efectos del contraión e influencia del estado de protonación de la base 
de Schiff. Se describe, también por primera vez para el cromóforo retinal, el sistema electrónico π 
conjugado y sus perturbaciones en mutantes de manera explícita, una función cuadrática para la 
dependencia directa de las energías verticales de excitación con la alternancia de longitud de 
enlace, y se propone una vía para la generación fotosensibilizada de oxígeno singlete en rodop-
sinas que pudiera estar relacionada con la etiopatogenia de la RP y el daño fotoquímico retiniano.     
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INTRODUCCIÓN 
La Retinosis Pigmentaria (RP) es una causa frecuente de ceguera en todo el mundo y de 
interés especial para la comunidad científica desde hace varios años1-3. Aún cuando la pérdi-
da de la visión es progresiva para llegar finalmente a la ceguera en los pacientes que sufren 
RP2,3, debe considerarse que incluso un impedimento visual de mediana magnitud incremen-
ta dramáticamente el riesgo de mortalidad4. Aunque existen varios mecanismos etiopatogéni-
cos propuestos, aún no se logra explicar toda la sintomatología de esta dolencia oftálmica2,3. 
Sin embargo, la etiología genética está bien evidenciada en la mayoría de las variantes clíni-
cas y se ha establecido que la apoptosis es el patrón de muerte celular de los fotoreceptores 
en la retina afectada por RP2,3,5-9. 
Se describe un gran número de mutaciones asociadas a esta distrofia retiniana2,3; siendo 
aquellas que afectan el pigmento visual rodopsina las prevalecientes en la forma autosómica 
dominante10. No obstante, ningún mecanismo se ha descrito para explicar el vínculo directo 
entre los efectos moleculares de sustituciones aminoacídicas anormales en la rodopsina de-
bido a mutaciones en su gen y la apoptosis de los fotoreceptores bastones. El conocimiento 
adecuado al nivel molecular sobre la etiopatogenia de una condición patológica es crucial 
para encontrar adecuadas estrategias que curen o mejoren la calidad de vida de los enfer-
mos. Entonces, es necesaria la aproximación a las consecuencias moleculares de mutacio-
nes sobre la rodopsina humana, lo cual demanda obtener y analizar la estructura tridimensio-
nal (3D) del pigmento visual, aún no resuelta experimentalmente en el caso del humano.  
Existen estudios teóricos que combinan métodos de mecánica cuántica y mecánica molecular 
para la obtención de propiedades de proteínas, considerando el ambiente aminoacídico. Es-
tos métodos híbridos de mecánica cuántica/mecánica molecular (QM/MM1) son la mejor elec-
ción disponible en estos momentos para estudiar grandes sistemas biomoleculares con con-
                                                            
1 Del inglés Quantum Mechanics/Molecular Mechanics. 
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fiabilidad, especialmente reacciones enzimáticas y procesos de la visión11-14. En el presente 
año, se acaba de otorgar el Premio Nobel de Química a algunos de los desarrolladores de las 
bases de los procedimientos de modelación relacionados con estos métodos. En la actuali-
dad, se dispone de conocimientos bioquímicos, datos de biología molecular sobre las proteí-
nas que portan como cromóforo al retinal (proteínas retinales) e información estructural obte-
nida por difracción de rayos X de alta resolución para la rodopsina bovina15 que es también 
de un mamífero superior con alto nivel de selección natural como el humano. Lo anterior per-
mite realizar aproximaciones adecuadas a la relación estructura―función para este prototipo 
de receptor acoplado a proteína G16. Varios estudios experimentales y computacionales están 
disponibles tanto para la rodopsina bovina normal como para mutantes de esta13,15-23 pero 
menos ha sido reportado para la rodopsina humana24-27. Se ha sugerido recientemente la 
importancia de investigaciones sobre el mecanismo etiopatogénico en RP, las cuales podrían 
ser especialmente valiosas en rodopsinas mutantes de la clase IIa, considerando avances 
recientes que permiten proponer moléculas estabilizadoras de proteínas con dificultad en el 
plegamiento27. Entonces, los efectos de mutaciones sobre propiedades fotofísicas y fotoquí-
micas de rodopsinas que de alguna manera puedan plegarse, o ser estables, resultan tam-
bién relevantes para propósitos médicos.  
A pesar del amplio conocimiento alcanzado en los últimos años sobre los mecanismos de 
ajuste espectral en la rodopsina bovina13, las metodologías teórico―computacionales están 
siendo muy útiles no solo para comprender efectos moleculares sobre propiedades espectra-
les en rodopsinas mutantes27-29 sino también para el diseño racional de proteínas fotosensiti-
vas artificiales30 y la elucidación de los procesos iniciales de la visión13. Afortunadamente, se 
han implementado en los años finales del pasado siglo y en el presente métodos híbridos que 
permiten un cálculo aceptable del espectro de absorción de regiones limitadas de grandes 
sistemas moleculares. Estos sitios estructurales pueden ser los de mayor relevancia a la exci-
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tación electrónica asociada con la interacción con la luz y deben ser tratados con la teoría 
cuántica, que por naturaleza requiere una alta complejidad de cálculos. La parte restante de 
un sistema biomolecular extenso (por ejemplo: las proteínas) es tratada con potenciales de 
mecánica molecular cuyas demandas computacionales son menores13,18 y por lo tanto requie-
ren tiempos de cálculo razonables. Entre las aproximaciones cuánticas confiables para calcu-
lar propiedades espectrales en proteínas, se encuentran aquellas que vinculan la llamada 
“Teoría de Funcionales de la Densidad” (DFT2) con la “Interacción de Configuraciones Multi-
referencial” (MRCI3) y las DFT dependientes del tiempo (TDDFT4)13,31-33. 
Si bien el cálculo espectral de moléculas aisladas es posible con adecuada confiabilidad13, en 
cambio para muchas moléculas como las proteínas retinales sigue siendo una tarea desafian-
te34,35. Además, aún se necesita una mejor descripción de la estructura electrónica del retinal 
para racionalizar adecuadamente su comportamiento espectral36,37. Por ejemplo, característi-
cas interesantes del sistema electrónico π conjugado del retinal no se han modelado con 
métodos avanzados; sin embargo, podrían ser útiles para explicar propiedades espectrales13. 
Tanto los métodos teórico―computacionales para describir propiedades de macromoléculas 
como la información bioquímica experimental disponibles pueden combinarse para lograr 
comprensiones necesarias sobre los efectos de mutaciones subyacentes en las patogenias al 
nivel molecular. Actualmente, no existe una cura definitiva para ninguna de las formas de la 
RP, menos aún para los pacientes portadores de las variantes de causa genética en las que 
se afecta la estructura misma de la rodopsina. Este hecho constituye nuestro problema 
práctico y su solución definitiva implicaría resolver los mecanismos etiopatogénicos. Es incon-
trovertible que los variados mecanismos moleculares que pueden conducir a la RP sean con-
siderados hoy en día como muy complejos, lo cual hace difícil la búsqueda de soluciones 
                                                            
2 Del inglés Density Functional Theory. 
3 Del inglés Density Functional Theory/Multi―Reference Configuration Interaction. 
4 Del inglés Time―Dependent Density Functional Theory. 
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generales. De hecho, las mutaciones en el gen de la rodopsina pueden ocasionar diversas 
consecuencias estructurales y funcionales: desde la significativa dificultad hasta el impedi-
mento total del plegamiento de la proteína o de su expresión, o la no unión del cromóforo 
11―cis―retinal a la opsina38.  
Por otro lado, aunque se conocen consecuencias de ciertas mutaciones en la rodopsina, 
otros efectos son desconocidos como ocurre para la mutación S186W25,27,28,39,40 causante de 
RP41. Un estudio experimental reciente reportó que otra rodopsina mutante, la portadora del 
cambio M207R, exhibe cierto grado de plegamiento, unión con el cromóforo y absorción de 
luz29, lo cual concuerda con una investigación teórica reciente que reportó muy poca desesta-
bilización en esta misma rodopsina mutante respecto a otras de la misma clase27. Sin embar-
go, el cambio M207R causa RP41. Las posiciones 207 y 186 están ubicadas cerca y en am-
bos extremos del retinal42 por lo que las mutaciones M207R y S186W pudieran afectar el 
proceso de fotoabsorción y el núcleo proteínico. Además de las incógnitas sobre los efectos 
de estas mutaciones que rinden rodopsinas mutantes clasificadas dentro de la clase IIa y 
asociadas a RP27,41, el escenario estructural resultante en el pigmento visual es también con-
veniente para analizar mecanismos de ajuste espectral de proteínas retinales. Así, estas dos 
sustituciones aminoacídicas M207R y S186W son candidatas interesantes para explorar, 
mediante modelación molecular, las características moleculares que no son accesibles por 
experimentos. 
Por consiguiente, podemos considerar que nuestro problema científico es la necesidad de co-
nocer efectos de las mutaciones M207R y S186W para comprender eventos moleculares 
patogénicos en la rodopsina humana mediante procedimientos de modelación molecular 
computacional. A su vez, la metodología a implementar aquí permite abarcar el estudio del 
proceso de fotoabsorción en proteínas retinales. La hipótesis de este trabajo radica en que si 
las sustituciones aminoacídicas M207R y S186W pueden inducir cambios estructurales y 
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electrónicos en el 11―cis―retinal y su sitio de unión en la rodopsina humana entonces po-
drían desestabilizar el núcleo proteínico de este fotopigmento, desviar la geometría óptima del 
cromóforo para la fotoisomerización y perturbar el espectro de absorción en los mutantes con 
el consecuente desbalance energético. Es posible evaluar estos efectos mediante herramien-
tas de modelación molecular computacional. Por lo tanto, nuestro objeto de estudio consiste 
en la estructura de la rodopsina humana y sus mutantes con las sustituciones aminoacídicas 
M207R y S186W en su interacción con la luz. El objetivo general del trabajo es seleccionar y 
establecer un sistema de métodos teórico―computacionales que permita la evaluación de 
estructuras tridimensionales, propiedades físico―químicas y efectos moleculares de rodopsi-
nas humanas mutantes portadoras de los cambios M207R y S186W que puedan ser relevan-
tes para la mejor comprensión de las causas de variantes de RP. Por  lo que, nos propone-
mos los objetivos específicos siguientes: 
1. Implementar una metodología de modelación molecular computacional para rodopsinas 
humana y sus mutantes con las sustituciones aminoacídicas M207R y S186W que per-
mita: 
a) Obtener los modelos de las estructuras tridimensionales. 
b) Comprender el proceso de fotoabsorción y propiedades físico―químicas.  
c) Describir el sistema electrónico π conjugado del cromóforo retinal. 
2. Evaluar en las rodopsinas humanas mutantes portadoras de las sustituciones aminoací-
dicas M207R y S186W mediante métodos de modelación molecular computacional: 
a) La estabilidad del sitio de unión del 11―cis―retinal.  
b) La geometría del 11―cis―retinal.         
c) La estructura electrónica del 11―cis―retinal.  
3. Analizar en las rodopsinas humana y mutantes humanas con las sustituciones amino-
acídicas M207R y S186W mediante métodos de modelación molecular computacional: 
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a) Los espectros de absorción.  
b) Los efectos del desbalance energético causados por cambios en el espectro de ab-
sorción del 11―cis―retinal.  
Es necesario profundizar en los eventos moleculares asociados con las sustituciones amino-
acídicas que afectan a las rodopsinas mutantes de la clase II para contribuir a comprender la 
patogenia de determinadas degeneraciones retinianas y así poder facilitar el desarrollo de 
nuevas estrategias terapéuticas5,27,43. No han sido reportadas investigaciones sobre las muta-
ciones M207R y S186W clasificadas dentro de la clase IIa que faciliten la comprensión a un 
nivel molecular de sus efectos sobre el espectro de absorción, la geometría óptima para la 
reacción de fotoisomerización en el estado no activado de la rodopsina o las propiedades 
físico―químicas relacionadas con la actividad fotosensibilizadora del pigmento visual mutan-
te. 
Además, el cumplimiento de los objetivos propuestos nos permite también obtener como no-
vedad científica que por primera vez: (i) se propone la combinación de los métodos de mode-
lación molecular que se aplica en este trabajo, desde la simulación de dinámica molecular 
clásica hasta el método híbrido QM/MM, incluyendo nuevas aproximaciones a la estructura 
electrónica del retinal como cromóforo. Esta metodología permite obtener las estructuras 3D y 
predecir con confiabilidad propiedades aún desconocidas de rodopsinas humanas, siendo los 
resultados comparables con valores experimentales disponibles; (ii) se aplican con éxito 
métodos de avanzada que usan la teoría de funcionales de la densidad en el cálculo de pro-
piedades espectrales de rodopsinas humanas; (iii) se describe el patrón de deslocalización 
completo del retinal, incluyendo aquéllos que se encuentren asociados en las rodopsinas, 
mediante el cálculo con el novedoso método de las “Deformaciones de la Densidad Electróni-
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ca” (DAM5)44, lo cual permitió racionalizar el comportamiento espectral de pigmentos visuales; 
(iv) se encuentra una dependencia directa entre propiedades geométricas y espectrales del 
retinal a través de una función cuadrática; y (v) se aprecian potencialidades de las rodopsinas 
para la generación fotosensibilizada de oxígeno singlete. Tales hallazgos pudieran contribuir 
a esclarecer vínculos directos entre el efecto de la luz en estos pigmentos visuales y la apop-
tosis de células fotoreceptoras.  
En la actualidad, varios grupos de trabajo de buena consideración internacional están enfo-
cados en promover el uso de métodos teóricos y computacionales en la solución de pregun-
tas de interés para las ciencias de la vida. En este sentido, se propone la metodología que 
desarrollamos con fines explicativos y predictivos para estudiar eventos moleculares en va-
riantes de RP causadas por mutaciones en el gen de la rodopsina. Esta implementación tam-
bién puede ser útil en estudios sobre procesos iniciales de la visión y de mutagénesis dirigida 
relacionados con el diseño de proteínas fotosensitivas. Nuestros resultados, tanto los repor-
tados en el informe de tesis como otros relacionados con el trabajo realizado en la temática, 
han sido publicados en revistas internacionales de alto impacto: Journal of Computational 
Chemistry45 (Inside Cover46), Journal of Physical Chemistry B47 y Proteins: Structure, Func-
tion, and Bioinformatics48. Se prepara un nuevo manuscrito con resultados de interés conteni-
dos en este informe para su publicación en una revista similar. Además, estos resultados han 
sido reflejados por 9 trabajos en eventos científicos internacionales. 
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CAPÍTULO 1. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
1.1. Retinosis Pigmentaria 
La Retinosis Pigmentaria es una condición patológica asociada con la ceguera que distingue 
un grupo heterogéneo de enfermedades hereditarias caracterizadas por una degeneración 
progresiva de la retina debido a la muerte de células fotoreceptoras3. Esta dolencia oftálmica 
referida también como Retinitis Pigmentosa, ha sido considerada por décadas como un pro-
blema creciente de salud pública1, afectando aproximadamente a una de cada 3200 perso-
nas, lo cual equivale a 1,5 millones de individuos en el mundo10. Se han propuesto varias 
explicaciones para la etiopatogenia de la RP, implicando factores genéticos, vasculares, in-
munológicos, así como, metabólicos relacionados con la matriz inter―fotoreceptora, el epite-
lio pigmentario2 y el daño oxidativo49-56. Se ha establecido que los fotoreceptores mueren por 
apoptosis en la retina afectada por RP5-9 pero no se han esclarecido mecanismos primarios al 
nivel molecular que conecten directamente efectos de ciertas mutaciones con este patrón de 
muerte en células retinianas. Las actuales propuestas aún son insuficientes para explicar los 
disímiles eventos clínicos y moleculares de la RP2. Al parecer, la causa genética no es la 
única “protagonista” en su patogenia.  
Se ha encontrado una alta heterogeneidad genética para esta distrofia retiniana. Por ejemplo, 
más de 120 mutaciones puntuales han sido descubiertas en el gen de la rodopsina y la mayo-
ría de estos cambios en el genoma causan RP autosómica dominante (RPAD)28. Los pacien-
tes que sufren este tipo de RPAD muestran inicialmente ceguera nocturna, pérdida progresiva 
de la visión periférica, y eventualmente la visión central, así como, una acumulación carac-
terística de un pigmento intraretinal nombrado lipofuscina, debido al cual estas distrofias ad-
quieren su nombre2,28,57-61. Si la mutación afecta los pigmentos visuales de los conos fotore-
ceptores, puede ocasionar la muerte de estas células, pérdida de la visión central desde el 
inicio y dificultad para realizar tareas como la identificación de colores y la lectura58. 
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Por otro lado, varias estrategias terapéuticas han sido propuestas y algunas logran determi-
nadas mejorías pero el tratamiento definitivo no está disponible aún para ninguna de las dife-
rentes variantes de RP2,3. En nuestra opinión, la búsqueda de soluciones generales crea pa-
radójicamente dificultades adicionales porque en realidad esta condición oftálmica consiste en 
un grupo de variantes clínicas sujetas a mecanismos etiopatogénicos distintos al nivel mole-
cular. Por lo tanto, es crucial individualizar el estudio según la causa molecular para solucio-
nes particulares en determinada variante hereditaria de RP. Son varias las proteínas y células 
que pudieran afectarse primariamente en las distrofias retinianas2,3. Los fotoreceptores bas-
tones están afectados en la RP típica, esta variante clínica es la más frecuente (aproximada-
mente el 90 % de los casos) y dentro de sus factores causales relevantes están las mutacio-
nes en el gen de la rodopsina2,3. En vertebrados, la rodopsina es el pigmento visual de los 
bastones42, los cuales están especializados para la visión en la oscuridad3,57 y la percepción 
de los colores blanco y negro por el sistema visual humano62.  
1.2. Rodopsinas normales y mutadas 
La rodopsina es el prototipo de la superfamilia de receptores acoplados a proteína G 
(RAPG)63,64. Este pigmento visual es una proteína transmembranal expresada en la retina y 
compuesta por cuatro bloques de construcción: (a) una apoproteína llamada opsina con 348 
residuos aminoacídicos; (b) un cromóforo (retinal) unido covalentemente en un sitio específico 
del núcleo proteínico; (c) dos residuos palmíticos unidos a Cys322 y Cys323; y (d) dos resi-
duos de azúcares unidos a Asn2 y Asn1513,42. En el estado no excitado de la rodopsina, el 
cromóforo 11―cis―retinal está unido mediante una base de Schiff protonada (BSP) a la 
Lys296 en el sitio de unión del retinal (SR) en la rodopsina (Figura 1). La absorción de un 
fotón cuya longitud de onda es aproximadamente 500 nm por la rodopsina65 activa la reacción 
de fotoisomerización del 11―cis―retinal, el cual cambia así a su forma trans unida a la opsi-
na pero ahora mediante una base de Schiff desprotonada (BSD)42,66. Tal fotoisomerización 
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ocurre con alta eficiencia para un rendimiento cuántico en el rango de 0,65 ― 0,6716,66. Estos 
eventos iniciales proporcionan la energía necesaria en la rodopsina para formar su estado 
activo17,67.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Sitio de unión del retinal en una estructura de rodopsina humana normal calculada 
en este estudio. La región de un modelo tratada con mecánica cuántica se visualiza en rojo 
(moléculas de agua en azul [W]) y en verde, los residuos a ser sustituidos en las rodopsinas 
mutantes M207R y S186W. La notación de los residuos corresponde a la misma usada en el 
fichero 1U19.pdb del banco de datos de proteínas (PDBa)68, RTN349: 11―cis―retinal. 
 
El primer fotoproducto, fotorodopsina, existe durante un tiempo muy corto de 200 femtose-
gundos (fs) y se relaja térmicamente en unos pocos picosegundos (ps) a batorodopsina. A su 
vez, esta última establece el equilibrio con un intermediario que exhibe un cambio espectral 
hipsocrómico antes de formar la llamada lumirodopsina. El próximo intermediario es la llama-
da metarodopsina I, seguida por la metarodopsina II, que es la conformación activa para el 
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acoplamiento con la proteína G. La formación de metarodopsina II implica el desplazamiento 
del protón de la base de Schiff al residuo aminoacídico Glu113, el cual desempeña el rol de 
contraión para la BSP en el estado no excitado de la rodopsina16,66. Esta secuencia de even-
tos resulta en la iniciación de los mecanismos moleculares de la cascada de transducción de 
señales en el sistema visual. Tal cascada bioquímica de señalización resulta en el cierre de 
los canales de calcio dependientes de ligandos, lo cual conduce a la excitación del nervio 
óptico y la consecuente percepción de la luz por el cerebro15,16,18. La metarodopsina II es 
convertida a metarodopsina III y posteriormente a opsina y 11―trans―retinal libre42.  
Los eventos moleculares de la visión antes descritos ocurren sin dificultad en una rodopsina 
normal pero las sustituciones aminoacídicas debido a mutaciones en el gen de esta proteína 
pueden afectar su estructura y función de diversas formas. Las sustituciones del residuo ami-
noacídico Pro267 realizadas por experimentos de mutagénesis dirigida pueden afectar la 
estructura del sitio de reconocimiento molecular de la rodopsina para interactuar con la trans-
ducina. Además, tales cambios tienen implicaciones para el plegamiento de la opsina, la in-
serción en membrana, el ensamblaje y la función69; en otros casos, se desconocen las conse-
cuencias.  
Por otro lado, se ha investigado sobre mutaciones asociadas a RP que afectan posiciones de 
los residuos de cisteína en la rodopsina, las cuales ocasionan una imposibilidad para la rege-
neración con el 11―cis―retinal y el desplazamiento del pigmento visual a la membrana 
plasmática70. Además, se ha documentado que el puente disulfuro formado entre los residuos 
Cys110 y Cys187 es necesario para un apropiado plegamiento y función de este receptor71. 
Las mutaciones que afectan al residuo Trp265 tienen consecuencias relevantes sobre el SR y 
las propiedades espectrales de la rodopsina69. De forma similar, las sustituciones en los resi-
duos aminoacídicos Phe261 y Gly121 influyen en los primeros eventos moleculares de la 
fotoisomerización y causan intermediarios que exhiben corrimientos hipsocrómicos en el es-
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pectro de absorción72. Algunos estudios in vitro que usan rodopsinas recombinantes portado-
ras de sustituciones aminoacídicas, asociadas con RP, en posiciones diferentes de la estruc-
tura del pigmento visual también mostraron un comportamiento espectral modificado26. Asi-
mismo, se han calculado diversos patrones de absorción de luz para los mutantes de rodop-
sina bovina E113Q, E181Q, G90D, A292S, A269T, H211C y D83N18.  
Las mutaciones en el gen de la rodopsina humana que ocasionan las sustituciones aminoací-
dicas M207R y S186W llevarían a cambios en el SR y causan RPAD27-29,41. Sin embargo, 
como se menciona antes, un reciente estudio experimental29 reporta que la mutación M207R 
permite en cierto grado el plegamiento de la rodopsina y su regeneración con el 
11―cis―retinal, la cual es facilitada con el incremento de la concentración de este cromófo-
ro. La absorción de luz ha sido también detectada para esta rodopsina mutante, sugiriéndose 
posibles cambios en el estado de protonación para la BSP de la rodopsina normal29. Se ha 
documentado una ligera dificultad para el plegamiento en el segundo lazo extracelular (intra-
discal) de la rodopsina debido a la mutación S186W28. Esta mutación desestabiliza térmica-
mente a la rodopsina e incrementa la tasa de isomerización térmica40. En un estudio teórico 
cualitativo anterior donde participó el autor de este trabajo, se informaron cambios espectra-
les del retinal usando un modelo muy limitado sin considerar el ambiente proteínico pertene-
ciente a rodopsinas mutantes, incluyendo aquellas portadoras de las sustituciones aminoací-
dicas M207R y S186W48. 
Muy recientemente, un estudio computacional desarrollado por Rakoczy et al. para mutacio-
nes asociadas a RP que afectan la rodopsina incluyó a las sustituciones M207R y S186W27. 
Los autores clasificaron las mutaciones atendiendo a sus efectos sobre la estabilidad y el 
plegamiento de la proteína, encontrando que ambas sustituciones causan desestabilización 
en algún grado27. Ambos residuos sustituidos (186 y 207) son también cercanos al cromóforo 
11―cis―retinal en la estructura 3D de la rodopsina humana (Figura 1). Por lo tanto, tales 
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cambios aminoacídicos podrían perturbar las propiedades espectrales y geométricas del 
cromóforo en las rodopsinas mutantes. 
1.3. Aproximaciones teóricas al espectro de absorción de la rodopsina 
Aunque muchos estudios computacionales y experimentales en pigmentos visuales se han 
enfocado hacia la descripción de los mecanismos del espectro de absorción36,73-78, el cálculo 
con confiabilidad de los espectros electrónicos de estas proteínas sigue siendo una tarea 
compleja e interesante34,75. En las proteínas retinales, se han propuesto actualmente varios 
mecanismos para explicar sus propiedades espectrales: (i) cambios en la interacción del 
cromóforo con el contraión que balancea su carga positiva; (ii) cambios en la interacción del 
cromóforo con los residuos aminoacídicos restantes y moléculas de agua que revisten el sitio 
de unión del retinal; (iii) cambios en la geometría del cromóforo debido a interacciones con su 
sitio de unión y recientemente (iv) perturbaciones en la red interna de puentes de hidrógeno 
que tiene lugar dentro del sitio de unión del retinal30,62,79-84. 
Ciertas condiciones específicas son importantes para el cálculo adecuado del espectro de 
absorción31: (i) se tienen que usar métodos de alta confiabilidad, es decir, capaces de repro-
ducir los valores experimentales de referencia disponibles para el sistema; (ii) los parámetros 
geométricos del cromóforo tienen que ser descritos apropiadamente porque el espectro es 
altamente sensible a la geometría del cromóforo; (iii) los efectos de polarización del cromóforo 
por el ambiente tienen que ser incluidos en el cálculo; (iv) los efectos de dispersión deben ser 
considerados; y (v) es necesario un muestreo de las conformaciones de la proteína mediante 
dinámica molecular para calcular las energías verticales de excitación y los espectros que son 
comparables directamente con aquellos provenientes del experimento. La mayor parte de las 
aproximaciones confían en la optimización de la geometría, evaluando el espectro de absor-
ción en un solo punto del espacio conformacional generado por las simulaciones. No obstan-
te, esto no conduce necesariamente a estructuras representativas31. Por lo tanto, la descrip-
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ción exacta del espectro óptico del retinal implica calcular de forma adecuada varias geome-
trías del cromóforo y sus energías verticales de excitación, considerando el ambiente proteí-
nico de la opsina del pigmento visual13,18,75.  
Actualmente, las propiedades espectrales de la rodopsina bovina han sido estudiadas con 
razonable confiabilidad usando los métodos híbridos QM/MM13 para optimizar la geometría de 
la proteína. Por otro lado, métodos como DFT/MRCI32 y TDDFT85-88 son utilizados a un nivel 
QM/MM y con éxito para el cálculo del espectro de absorción en geometrías de proteínas 
retinales13,31. 
1.3.1. Método híbrido mecánica cuántica/mecánica molecular  
El método combinado QM/MM permite tener en cuenta la estructura completa de la proteína y 
por tanto es apropiado para comprender eventos moleculares de la visión13 que tienen lugar 
en un sistema nanoscópico muy complejo. Los métodos de mecánica cuántica (QM) pueden 
describir propiedades y procesos como: reacciones enzimáticas, transferencia de carga o 
excitación electrónica11-13,89. No obstante, sus aplicaciones están limitadas a sistemas con 
unos pocos cientos de átomos debido a su alta demanda computacional13. Por otro lado, los 
métodos de mecánica molecular clásica (MM) pueden incorporar el tamaño y la complejidad 
conformacional de miles de átomos en sistemas biomoleculares pero descartan los efectos 
electrónicos, que son solo explicables cuánticamente. Por ello, los métodos clásicos no pue-
den ser usados para describir procesos como la absorción de luz12,13. Así, la aproximación 
lógica para modelar grandes biomoléculas es combinar las dos técnicas y usar el método de 
QM para la región activa químicamente (sustrato y cofactores en una reacción enzimática o 
un cromóforo en una proteína fotosensitiva), y un tratamiento MM para la parte restante y más 
extensa del sistema (resto de la proteína y el solvente). Esto último es eficiente, menos cos-
toso y más rápido desde el punto de vista computacional con respecto a los métodos QM. Los 
métodos híbridos QM/MM también pueden ser aplicados al diseño, metabolismo y toxicidad 
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de drogas14. Se han descrito los esquemas QM/MM sustractivo y aditivo para aproximaciones 
a sistemas biomoleculares12-14. En general, la metodología del método híbrido QM/MM impli-
ca la compartimentación del sistema en una región convencional tratada con mecánica cuán-
tica y otra, dada por el resto del sistema, que es descrita con un campo de fuerza de mecáni-
ca molecular14, rindiendo los subsistemas QM y MM respectivamente, y el límite entre estos 
(QM―MM)12.  
En el modelo QM/MM, no puede ser escrita la energía de todo el sistema como la simple 
suma de la energía de los subsistemas debido a la relevancia de los términos que describen 
las fuertes interacciones QM―MM. Los términos de acoplamiento deben ser considerados, 
así como, se debe tener precaución en el límite entre subsistemas, especialmente si se cor-
tan enlaces covalentes. Tales cortes deben ser evitados. Si el corte no puede obviarse debe 
ser a una distancia mínima de tres enlaces covalentes alejados de la región QM y en enlaces 
saturados entre carbonos. El acoplamiento electrostático entre la densidad de carga QM y el 
modelo de carga usado en la región MM puede ser manejado a diferentes niveles de sofisti-
cación y se distinguen esencialmente por la extensión de la polarización mutua entre siste-
mas12.  
Por lo tanto, la interacción entre los subsistemas QM y MM también puede ser computada 
con varios esquemas. El esquema más simple es de inserción mecánica (MEb). En este es-
quema las interacciones electrostáticas entre los dos subsistemas son computadas con MM13. 
Sin embargo, en el esquema de inserción electrónica (EEc), las cargas puntuales fijas de MM 
están incluidas como términos de un electrón en el Hamiltoniano de la región QM12,13. El es-
quema EE permite incluir la contribución electrostática y la polarización de la función de onda 
QM por las cargas MM circundantes13 en la interacción QM―MM. La región límite QM―MM 
puede contener átomos adicionales (átomos de saturación) que sellan el subsistema QM y no 
                                                            
b Del inglés Mechanical Embedding. 
c Del inglés Electronic Embedding. 
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son parte del sistema entero, o átomos con características especiales que aparecen en am-
bos subsistemas QM y MM12. No obstante, los enlaces covalentes cortados en el borde 
QM―MM son generalmente saturados con átomos de hidrógeno que redistribuyen o supri-
men las cargas MM vecinas, lo cual proporciona resultados competitivos con las aproxima-
ciones más sofisticadas13. También, el tipo de partición puede ser fija, si el límite entre subsis-
temas QM y MM en el cálculo es definido una vez y permanece desde el principio, o adaptati-
va en caso de procesos con una región activa cambiante durante la modelación12.  
La aproximación QM/MM puede acomodar casi cualquier combinación de métodos QM y MM 
pero el código QM tiene que ser capaz de realizar el tratamiento del “campo autoconsistente” 
(SCFd) en presencia del campo de cargas puntuales externas que representan el modelo de 
carga MM cuando se aplican esquemas de inserción distintos al ME12. Actualmente, se ha 
generalizado la aplicación de DFT como método QM debido a su favorable relación entre el 
esfuerzo computacional y la exactitud11,12. Por otro lado, existen varias funciones clásicas de 
energía potencial (campos de fuerza) disponibles que contienen los términos de enlace, de 
van der Waals [tipo Lennard―Jones] y de interacción coulómbica entre cargas puntuales 
rígidas para la adecuada descripción de la región MM12. Los campos de fuerza más usados 
en grandes sistemas biológicos (proteínas, ácidos nucleicos, carbohidratos y lípidos) son 
AMBER, CHARMM, GROMOS y OPLS-AA12,14,89. Los métodos híbridos QM/MM han sido 
desarrollados para resolver las limitaciones de los métodos QM y MM por separado, siendo 
actualmente de elección y confiables para investigar sistemas biomoleculares muy exten-
sos13.  
 
 
                                                            
d Del inglés Self Consistent Field. 
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1.3.2. Métodos de interacción de configuraciones multireferencial y dependientes del 
tiempo basados en la teoría de funcionales de la densidad  
La teoría de funcionales de la densidad ha emergido como un método potente para calcular 
adecuadamente superficies de energía potencial de estados electrónicos. Esta teoría ha sido 
construida a partir de los teoremas de Hohenberg y Kohn90. Tales teoremas establecen que: 
(i) la distribución de la densidad electrónica de un sistema determina completamente la ener-
gía de su estado base y que (ii) cualquier distribución de la densidad electrónica de un siste-
ma corresponde con una energía superior o igual a la energía cuántica exacta del estado 
descrito del sistema, lo cual es un equivalente del teorema variacional pero ahora extendido a 
la densidad electrónica. Este enfoque, después de una importante adaptación, conduce a un 
método operacional con una favorable relación entre la confiabilidad y el esfuerzo computa-
cional. La mencionada adaptación se refiere a que la densidad electrónica es obtenida a partir 
de una función de onda según el formalismo Kohn―Sham implementado en la mayor parte 
de las aplicaciones12,13. Como se ha dicho, la energía y las demás propiedades moleculares 
son obtenidas en DFT a partir de la densidad electrónica. Esta variante incorpora la correla-
ción electrónica a través de los llamados funcionales de correlación―intercambio13. Entre 
ellos, los funcionales híbridos de correlación―intercambio, como uno muy conocido expresa-
do por las siglas B3LYP, son los preferidos. Este funcional proporciona razonables valores de 
las dimensiones estructurales de cadenas de polienos, estén cargadas o no, tal y como es el 
caso del retinal como BSP o BSD13.  
La idea básica del método DFT/MRCI de Grimme y Waletzke32 es que la mayor parte de la 
correlación electrónica debida a las interacciones del movimiento de los electrones sea tenida 
en cuenta por DFT, mientras que los efectos de la correlación estática dada por las interac-
ciones entre electrones en diferentes cuerpos son incluidos en la expansión corta de la inter-
acción de configuraciones. Las funciones de estado dadas en las configuraciones de la ex-
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pansión MRCI son construidas a partir de los orbitales Kohn―Sham de un estado de referen-
cia de capa cerrada. Los elementos diagonales del Hamiltoniano DFT/MRCI efectivo son 
construidos a partir de la expresión correspondiente basada en la teoría de Hartree―Fock y 
en un término de corrección específica de DFT. El Hamiltoniano DFT/MRCI efectivo contiene 
cinco parámetros empíricos, los cuales dependen solamente de la multiplicidad del estado 
excitado, el número de capas abiertas de una configuración, y el funcional de la densidad 
empleado. Actualmente, los conjuntos de parámetros optimizados están disponibles para el 
Hamiltoniano DFT/MRCI en combinación con el funcional BH―LYP91-95.  
El método TDDFT está basado en el teorema de Runge―Gross96, al cual se le considera 
como el análogo del teorema de Hohenberg―Kohn en DFT para el estado base33. Los resul-
tados del estado base obtenidos con DFT son extendidos por la teoría dependiente del tiem-
po (similar a la ecuación de Schrödinger dependiente del tiempo) a estados excitados13. En 
sistemas con un número significativo de partículas, el teorema de Runge―Gross permite 
describir el comportamiento de la densidad electrónica sometida a un potencial externo de-
pendiente del tiempo, como es la luz en su condición de oscilación periódica. En TDDFT, es 
posible describir un sistema a partir de otro utilizado como referencia, donde este último con-
sidera los electrones de forma independiente bajo un potencial externo cuya densidad 
electrónica es exactamente equivalente a la de un sistema real de electrones que inter-
actúan33. Por otro lado, aunque estos métodos que utilizan DFT son confiables para el cálculo 
del espectro de absorción de pigmentos visuales13,31, se necesitan aproximaciones adecua-
das a la estructura electrónica de los cromóforos para comprender los fundamentos del ajuste 
espectral en estas proteínas36. 
1.3.3. Aproximaciones a la estructura electrónica del retinal 
Las perturbaciones en la distribución completa de la densidad electrónica del sistema retinal 
solo han sido investigadas indirectamente. Factores tales como la alternancia de longitud de 
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enlace (ALE) de la cadena poliénica y la presencia de especies vecinas con cargas elec-
trostáticas13,97 son influyentes en los cambios espectrales. Un principio general establece que 
cualquier mecanismo responsable de la reducción de la deslocalización de la carga e incre-
mento de la ALE en polienos debe inducir cambios hipsocrómicos en el máximo de absorción 
y viceversa84. Consecuentemente, la relación entre la distorsión geométrica y la energía verti-
cal de excitación (EVE) ha sido estudiada a través de la deslocalización de la carga en el 
retinal13. Algunos estudios concuerdan en que el análisis de la estructura electrónica del reti-
nal embebido en las opsinas de los pigmentos visuales es imprescindible para entender las 
bases estructurales de las propiedades ópticas de la rodopsina36,37. Hasta ahora, aproxima-
ciones indirectas a la estructura electrónica molecular del retinal son realizadas con frecuen-
cia a través de análisis de orbitales fronteras, la alternancia de longitud de enlace del polieno, 
y del momento dipolo13,36,98.  
Los principios generales que gobiernan el espectro de absorción de cromóforos son básica-
mente conocidos84, y varias veces reportados como esclarecidos a nivel molecular13,31,62,66,79. 
Sin embargo, características importantes del patrón de deslocalización electrónica del retinal 
permanecen sin describir aunque ello proporcionaría una mejor comprensión de la estructura 
electrónica de este cromóforo en los estados base y excitados. De hecho, las perturbaciones 
en el sistema π conjugado pueden influir en las EVE pero estas perturbaciones no pueden ser 
adecuadamente modeladas sin un método que describa directamente las nubes π conjuga-
das en el retinal. Estudios previos han mostrado que el comportamiento químico de varios 
sistemas podría ser racionalizado apropiadamente por medio de las deformaciones atómicas 
pequeñas y no esféricas de la densidad electrónica proporcionada por el método Átomos 
Deformados en Moléculas (DAM)44. Las deformaciones de la densidad electrónica, que vincu-
lan el concepto mecánico cuántico de densidad electrónica con nociones de la química empí-
rica99, se han utilizado para describir sistemas π conjugados en varios compuestos retadores. 
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El presente trabajo, se aproxima a la estructura electrónica del retinal como cromóforo en 
rodopsinas con el método DAM44, lo cual es especialmente importante para racionalizar el 
comportamiento espectral en el contexto de sistemas con ambientes afectados como ocurre 
en proteínas fotosensitivas mutadas. 
1.4. Mutaciones en rodopsina y susceptibilidad al daño fotoquímico en la retina  
Recientemente, tanto las especies reactivas del oxígeno (ERO) como los efectos de la luz en 
la retina han sido reportados como factores importantes relacionados con la patogenia de 
degeneraciones retinianas y directamente con la apoptosis de los fotoreceptores49,50,52-56,100-
102. Además, ciertas mutaciones en el gen de la rodopsina y asociadas a RP pueden incre-
mentar la susceptibilidad del tejido retiniano al daño inducido por la luz. Algunos estudios 
sugieren que una predisposición genética puede incrementar la susceptibilidad de la retina a 
la luz impactante5,52,103-105. Sin embargo, no existe evidencia directa que permita identificar la 
relación entre ERO y los eventos moleculares activados por la luz en un pigmento visual afec-
tado por una mutación.  
Por otro lado, el microambiente del retinal embebido en la opsina del pigmento visual puede 
ser drásticamente cambiado por las mutaciones que afecten no solo la parte proteínica del 
SR sino también propiedades química―físicas del cromóforo18,26,69,72,75,106.  
Una variante de daño fotoquímico puede tener lugar cuando la energía de un fotón es absor-
bida por una molécula fotosensitiva, la cual a su vez transfiere energía al oxígeno molecular 
en su estado base (3O2), formando la especie reactiva oxígeno singlete, 1O2 (O2[1∆g])7,107-109. 
Esta reacción se conoce como fotosensibilización y demanda solamente luz, una molécula 
fotosensibilizadora y oxígeno molecular, siendo una forma frecuente para generar 1O2108,110. 
Por ello ha sido de gran interés en los últimos 40 años111. Un fotosensibilizador debe exhibir: 
(i) un alto coeficiente de absorción en la región espectral de la luz de excitación; (ii) un estado 
excitado triplete con apropiada energía para permitir su transferencia eficiente al estado no 
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excitado del 3O2; (iii) alto rendimiento cuántico y largo tiempo de vida del estado excitado 
triplete, ya que la eficiencia del fotosensibilizador es dependiente de las propiedades del es-
tado excitado triplete más bajo; y (iv) alta fotoestabilidad112, lo que implica reversibilidad en 
sus posibles fototransformaciones estructurales. No obstante, la formación fotosensibilizada 
de oxígeno singlete es muy favorecida en la naturaleza a causa de (i) la configuración 
electrónica especial del 3O2; (ii) las bajas energías de excitación del primer, O2(1∆g), y segun-
do, O2(1∑g+ ) estado excitado del O2; y (iii) el tamaño muy pequeño del O2, lo cual le permite 
difundir rápidamente en muchos medios. Difícilmente en la práctica del laboratorio y de la 
naturaleza en presencia de aire, algún proceso fotoquímico intermolecular sea capaz de 
competir con la desactivación por oxígeno molecular de una molécula fotosensitiva excitada, 
debido a la alta tensión atmosférica de O2108. En el caso de la célula viva, el oxígeno singlete 
producto en algún proceso de fotosensibilización reaccionaría con moléculas cercanas y pue-
de ser una de las causas de la oxidación de compuestos intracelulares, lo cual suele provocar 
cambios irreversibles y hasta la muerte celular113-115.  
Por otro lado, la comprensión de los eventos moleculares asociados con los mecanismos de 
daño fotoquímico sigue siendo un problema subyacente en áreas de la visión, desde la pato-
genia de enfermedades oculares hasta los procedimientos oftalmológicos103,107,116-122. En la 
retina, los mecanismos de daño fotoquímico fundamentales son conocidos como de tipo Noell 
y Ham5,107,120. Evidencias crecientes sobre la base molecular del daño tipo Ham causado por 
la luz con frecuencias en el rango entre el ultravioleta A (UVA) y azul, permiten señalar razo-
nablemente como factor relevante a la actividad fotosensibilizadora de la lipofuscina. Esta 
molécula absorbe en la región azul que coincide con el espectro de acción experimental de 
este tipo de daño49,107,123,124 y es abundante en la retina de los pacientes afectados en la RP 
típica (vide supra). Sin embargo, la lipofuscina es un producto resultante de reacciones oxi-
dantes previas49 y por lo tanto esta molécula, con un papel fotosensibilizador, no puede estar 
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vinculada con los eventos oxidativos iniciales del daño fotoquímico debido a condiciones 
anormales en la retina. A lo largo de los años, el término “daño retiniano de tipo Noell” ha sido 
usado para describir el daño provocado por la luz con frecuencias en el rango entre el azul y 
verde. Este daño destruye primariamente los fotoreceptores pero sus bases moleculares no 
están esclarecidas aún103,120,121,125,126.  
El daño tipo Noell, también conocido como daño clase I, ha sido reportado en varias especies 
y pocos estudios han sido realizados en primates. Estos últimos no se han descartado dentro 
de las especies afectadas5,121,127. En ratas, el daño clase I muestra un espectro de acción que 
coincide con la absorción de la rodopsina5,125. Por lo tanto, los fotopigmentos como la rodop-
sina en vertebrados podrían paradójicamente estar asociados al daño fotoquímico retiniano 
debido a su propio funcionamiento5. Mientras algunos estudios sugieren que los pigmentos 
visuales podrían estar implicados en el daño celular inducido por la luz107,116,118, otras investi-
gaciones aminoran el rol de estas proteínas para participar en reacciones fotosensibilizado-
ras103,121. Si la rodopsina en su estado no excitado está implicada con la producción fotosen-
sibilizada inicial de 1O2, entonces es razonable que el residuo fotosensibilizador dentro de la 
estructura de este pigmento visual sea su cromóforo 11―cis―retinal. No obstante, la des-
cripción de las propiedades fotoquímicas del retinal relacionadas con una potencial actividad 
fotosensibilizadora dentro de rodopsinas es una tarea desafiante en la actualidad.  
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CAPÍTULO 2. MATERIALES Y MÉTODOS 
2.1. Estructura de partida 
Las estructuras calculadas están basadas en la estructura de la rodopsina bovina reportada 
por difracción de rayos X a una resolución de 2,2 angstroms (Å) y con el código de acceso del 
PDB: 1U19, donde está descrita en detalle y sin residuos aminoacídicos ausentes15,68. Todas 
las estructuras contienen la cadena B que incluye a la opsina, el 11―cis―retinal y dos 
residuos de ácido palmítico unidos a los aminoacídicos Cys322 y Cys323, así como, 29 
moléculas de agua incluidas en el cristal de esta cadena (B).  
Los iones metálicos y demás residuos no aminoacídicos fueron omitidos, lo cual incluye a los 
residuos de azúcares unidos a los aminoacídicos Asn2 y Asn15. Tales azúcares están 
orientados hacia afuera en las estructuras y no son importantes para el plegamiento correcto 
de la opsina, la adecuada palmitilación y la unión del 11―cis―retinal. Por otra parte, no 
influyen en el característico máximo de longitud de onda (λmáx) a aproximadamente 500 nm, 
de acuerdo con resultados experimentales reportados128.  
Se selecciona esta rodopsina como estructura molde porque: (i) su función, topolocalización 
en las células bastones y sus propiedades espectrales en el vertebrado Bos Taurus son muy 
similares a las que exhibe la rodopsina del Homo Sapiens42,65,129,130; (ii) la rodopsina bovina 
es la proteína que muestra la identidad de secuencias más elevada con la rodopsina humana; 
de acuerdo tanto con la información documentada131 como con los filtrados de bases de datos 
y los alineamientos realizados en este trabajo (vide infra); (iii) esta estructura de partida es la 
de mayor resolución reportada hasta el momento para rodopsinas no activadas de vertebra-
dos15,68; y (iv) este trabajo hace referencia a valores teóricos importantes obtenidos por estu-
dios que utilizaron la estructura 1U1918,62,75. 
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2.2. Modelación por homología 
Las estructuras 3D fueron generadas por técnicas de modelación por homología132 usando 
como molde a la estructura de la rodopsina bovina descrita antes. Este tipo de modelación se 
aplicó para las rodopsinas normales y mutantes analizadas en el estudio. 
Rodopsinas normales: 
• bWT: estructura 3D de la rodopsina bovina normal (salvaje) o WTi, calculada a partir de 
su propia estructura experimental con la misma metodología usada para la humana, con 
el fin de lograr mejor homogeneidad en las comparaciones y consistencia.  
• hWT: estructura 3D de la rodopsina humana WT. 
Rodopsinas mutantes: 
• hM207R: estructura 3D de la rodopsina humana mutante portadora de la sustitución ami-
noacídica M207R asociada a RP. 
• hS186W: estructura 3D de la rodopsina humana mutante portadora de la sustitución ami-
noacídica S186W asociada a RP. 
Los datos de las mutaciones M207R y S186W fueron recolectados en las bases de datos de 
la Asociación Internacional de Retinosis Pigmentaria (IRPAj)41. Las proteínas homólogas fue-
ron identificadas con una herramienta básica de búsqueda de alineamiento local (BLASTk)133. 
La secuencia de la rodopsina humana, obtenida de las bases de datos TrEMBL y 
SWISS―PROT del Servidor de Biología Molecular (ExPASy)134, alcanzó un porcentaje de 
identidad significativo de aproximadamente 93 % con el cristal de la rodopsina bovina 
(1U1915), una vez realizado el alineamiento de secuencias (Figura A1; Anexos). Las estructu-
ras de homología fueron construidas usando MODELLER v.9v7135; sus puentes disulfuro 
                                                            
i Del inglés Wild Type.  
j Del inglés International Retinitis Pigmentosa Association. 
k Del inglés Basic Local Alignment Search Tool. 
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Cys110―Cys187 fueron generados apropiadamente. Los residuos palmíticos conectados a 
los aminoacídicos Cys322 y Cys323 en la rodopsina bovina fueron conservados para cada 
estructura 3D, junto con las 29 moléculas de agua incluidas en el cristal 1U19.  
Se calcularon cinco estructuras para cada sistema con todos los átomos de hidrógeno inclui-
dos. Las posiciones de las moléculas de agua internas están en excelente concordancia con 
los sitios de esa molécula resueltos experimentalmente en la estructura del cristal disponible 
para la rodopsina bovina, incluyendo dos de estas cercanas al cromóforo dentro del SR,  y de 
acuerdo con lo esperado para los mutantes. Las estructuras calculadas por homología fueron 
optimizadas por el método de la función objetivo variable (VTFMl) con el algoritmo gradiente 
conjugado (CGm), así como refinadas usando dinámica molecular (MDn) clásica con “templa-
do simulado” (simulated annealing)135,136. Se seleccionó aquella estructura para cada uno de 
los sistemas bWT, hWT, hM207R, y hS186W, que mostró el valor menor para la “energía 
discreta” de la proteína optimizada (DOPEo) usando la función de energía estándar de la 
herramienta MODELLER135.  
2.3. Cálculo de los valores de pKa 
Los valores de pKa fueron calculados para todos los residuos aminoacídicos disociables en 
las estructuras bWT, hWT, hM207R, y hS186W con todos los átomos, excepto los de hidró-
geno. Se incluyeron en el cálculo a: (i) la proteína, (ii) los ligandos (11―cis―retinal y residuos 
palmíticos) y (iii) las moléculas de agua.  
Se usó el programa PROPKA v.2.0137 no solo para los cálculos de los valores de pKa sino 
también para explorar la estabilidad de la proteína como función del pH, la interacción entre 
residuos y la red de puentes de hidrógeno en el SR.  
                                                            
l  Del inglés Variable Target Function Method. 
m Del inglés Conjugated Gradient. 
n Del inglés Molecular Dynamics. 
o Del inglés Discrete Optimized Protein Energy. 
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2.4. Estimación de los estados de protonación 
Se consideró la inspección visual, los valores de pKa computados y los valores de pH experi-
mentales reportados para los fotoreceptores bastones de vertebrados138 con el propósito de 
asignar los estados de protonación a todos los residuos disociables. Así, el valor de pH cito-
plasmático (7,29 ± 0,02) fue tomado en cuenta para los dominios transmembranales y cito-
plasmáticos, y 6,50 ± 0,07 para los residuos aminoacídicos situados en el espacio intradiscal. 
Los residuos Asp83, Glu122 y Glu181 resultaron protonados (sin carga) para los sistemas 
bWT, hWT y hS186W. Esta predicción para los dos primeros residuos (Asp83 y Glu122) está 
en excelente correspondencia con experimentos de espectroscopia infrarroja de transforma-
das de Fourier (FTIRp) y ultravioleta―visible (UV―Vis) sobre rodopsinas bovinas modificadas 
en estudios de mutagénesis dirigida139,140. Los residuos Asp83 y Glu181 fueron protonados, y 
Glu122 fue desprotonado en el mutante hM207R. 
El estado de protonación del residuo Glu181 en las rodopsinas de vertebrados no ha sido 
establecido inequívocamente. Se ha sugerido que el residuo Glu181 se encuentra cargado a 
partir de resultados provenientes de mediciones espectroscópicas por resonancia magnética 
nuclear141-143 y espectroscopia FTIR, así como, de simulaciones de dinámica molecular16 y un 
estudio reciente con la aproximación QM/MM144. Por otro lado, los estudios de espectroscopia 
bifotónica145 y de mutagénesis dirigida con espectros vibracionales tipo Raman para el mutan-
te E181Q (no fotolizado)146 sobre estructuras cristalinas de rodopsinas reportadas15 indican 
que el residuo Glu181 no se encuentra cargado en el estado no excitado del pigmento visual. 
Por lo tanto, en los primeros modelos QM/MM el estado protonado del Glu181 en el SR fue 
asumido debido a estos últimos estudios146. Por otro lado, se ha enunciado que el estado de 
protonación del Glu181 no actúa de forma importante sobre la alternancia de las longitudes 
                                                            
p Del inglés Fourier―transform Infrared.  
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de enlace o sobre el espectro óptico de la rodopsina144. En el trabajo que se presenta aquí, el 
residuo aminoacídico Glu181 apareció neutro en todos los sistemas estudiados.  
En las estructuras analizadas, los residuos His100 e His211 fueron protonados solo en el 
nitrógeno δ, así como, His195 en la estructura bWT. Los residuos His65 y His152 siempre 
resultaron solamente protonados en el nitrógeno ε. El estado de protonación de estos resi-
duos de histidina coincidió con lo reportado en estudios anteriores15. El residuo His278 (intra-
discal) presentó como protonados ambos átomos de nitrógeno. El residuo aminoacídico 
Cys316 apareció cargado en los mutantes, lo cual no es importante para la absorción de luz 
en el estado no excitado de la rodopsina sino para la activación de la transducina147. Como se 
mencionó antes, los residuos aminoacídicos Cys110 y Cys187 (no protonados) formaron el 
puente disulfuro reportado para la rodopsina15,42 en todas las estructuras 3D calculadas.  
El residuo Glu113 resultó cargado negativamente y localizado cerca de la carga positiva de la 
BSP en las estructuras bWT, hWT y hM207R. Esta asignación de estados de protonación 
para Glu113 y la base de Schiff (BS) está bien establecida para rodopsinas WT15,42. Previa 
evidencia experimental basada en espectros de absorción ha sido interpretada en términos 
de una BSD en el mutante hM207R29, pero nuestros cálculos predicen un comportamiento 
espectral similar en este mutante con un valor de pKaBS que sugiere una BSP. En cambio, en 
el mutante hS186W, los valores de pKa computados (por ejemplo, pKaGlu113 = 8,31 y pKaBS = 
5,88) indican que se rompería el puente salino entre el residuo Glu113 neutro y la BSD. De 
este modo, se adopta una estructura para el mutante hS186W en la cual tanto Glu113 y BS 
son neutros. Se usaron estados de protonación estándares para todos los demás residuos 
aminoacídicos en todas las estructuras analizadas.  
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2.5. Optimización por mecánica molecular 
Se refinaron las estructuras de homología con los estados de protonación asignados, minimi-
zando su energía con la herramienta NAMD v.2.7148 y el algoritmo CG, a una temperatura de 
310 K y presión de 1,0 bar. Las estructuras resultantes se usaron como punto de partida para 
cálculos subsecuentes.  
2.6. Validación estructural 
Fueron usadas varias y diferentes herramientas de validación para analizar la confiabilidad y 
consistencia interna de las estructuras 3D computadas de rodopsinas normales y mutantes. 
La compatibilidad secuencia―estructura fue evaluada con VERIFY―3D149, la conformación 
del esqueleto covalente de la proteína fue inspeccionada mediante el mapa de Ramachan-
dran (Psi/Phi) obtenido a partir del análisis con PROCHECK150 y la calidad de empaqueta-
miento de las estructuras 3D fue analizada mediante cálculos del valor de puntuación Z reali-
zados con la herramienta WHAT_CHECK151. Además, se calculó la raíz cuadrática de la des-
viación estructural promedio (RMSDq) entre cada estructura 3D calculada por homología y la 
rodopsina de partida (1U19) para explorar sus similitudes estructurales. Los programas se 
ejecutaron desde sus servidores de análisis y verificación de estructuras ubicados en los si-
tios: http://www.doe-mbi.ucla.edu/Services/Verify_3D/ (VERIFY―3D), http://www.ebi.ac.uk/th-
orntonsrv /software/PROCHECK/ (PROCHECK), y http://swift.emblheidelberg.de/whatcheck/ 
(WHAT_CHECK).  
2.7. Simulaciones de dinámica molecular 
Se usaron dos alternativas diferentes de simulaciones: (i) con las rodopsinas en solvente 
explícito de agua (MD1); y (ii) con las rodopsinas insertadas en una bicapa lipídica 
doblemente hidratada de palmitoil―oleoil―fosfatidil―colina (POPCr), (MD2) (Figura 2). A su 
                                                            
q Del inglés Root―Mean―Square Deviation. 
r También del inglés Palmitoyl―Oleoyl―Phosphatidyl―Choline. 
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vez, dos variantes fueron aplicadas para las simulaciones MD2: (i) con la proteína restringida 
(MD2R) en todos los sistemas (bWT, hWT, hM207R, y hS186W) insertados en la membrana 
para reproducir geometrías cercanas a la estructura del cristal; y (ii) con la proteína libre de 
restricciones (MD2L) en sistemas normales con BSP (bWT y hWT), y un mutante con BSD 
(hS186W) para explorar el efecto de desviaciones conformacionales significativas sobre el 
espectro de absorción. 
 
  
 
 
  
 
 
  
  
  
Figura 2. a) rodopsina en solvente explícito; b) complejo rodopsina/membrana/aguas/iones. 
2.7.1. Dinámica molecular de las rodopsinas en solvente explícito de agua 
Las simulaciones MD1 fueron llevadas a cabo usando el programa CHARMM v.33b1152,153. El 
conjunto inicial de coordenadas usadas para cada MD1 fueron tomadas de las estructuras 
bWT, hWT, hM207R y hS186W derivadas de la modelación por homología. Se aplicaron 
restricciones tipo SHAKE154 a todos los enlaces que implican átomos de hidrógeno. El 
sistema fue solvatado, después del ajuste inicial, en una esfera pre―equilibrada de 
moléculas de agua (modelo TIP3P155) con un radio de 30 Å y enclavada en el origen del 
sistema de coordenada (átomo C11 del 11―cis―retinal). Se usó un potencial cuartico para el 
límite de la esfera del solvente que actuó sobre los átomos de oxígeno de las moléculas de 
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agua. Los átomos de la proteína situados 20 Å más allá del centro del sistema de 
coordenadas estuvieron congelados (inmóviles) en todos los cálculos subsiguientes. Las 
moléculas de agua superpuestas (distancia entre el oxígeno de una molécula de agua y 
cualquier átomo pesado < 2,8 Å) fueron removidas después de la colocación inicial de la 
esfera de agua. Se minimizó la energía de las moléculas de agua retenidas usando 250 ciclos 
de minimización con cada uno de los procedimientos: steepest―descent y ABNRs. 
Las posiciones de todos los átomos no pertenecientes a moléculas de agua fueron 
congeladas en esta etapa. Posteriormente, los átomos de la proteína fueron restringidos por 
un fuerte potencial armónico y entonces se minimizó la energía de la proteína y de las 
moléculas de agua usando el mismo procedimiento anterior. Después de esta minimización, 
los átomos de la proteína y de las moléculas de agua fueron sometidos a una MD de 15 ps a 
temperatura constante con intervalos temporales (time step) de 1,0 fs, aplicando una tempe-
ratura de partida de 50 K, una temperatura final de 300 K y un incremento de temperatura de 
10 K cada 100 pasos de MD. Subsecuentemente, una nueva esfera de agua fue impuesta 
sobre el sistema, los átomos solapados fueron eliminados y todo fue sujeto otra vez a una MD 
de 15 ps usando restricciones armónicas más débiles sobre los átomos de la proteína. Este 
procedimiento fue realizado 12 veces, cada vez disminuyendo las restricciones armónicas 
sobre los átomos proteínicos. En los tres últimos ciclos, se incrementó el tiempo de equilibrio 
a 30 ps. Finalmente, una MD a temperatura constante fue realizada durante 500 ps con los 
mismos intervalos temporales. Otra vez, la temperatura fue elevada desde 50 K a 300 K en 
incrementos de 10 K cada 100 pasos de MD al inicio. El programa VMD v.1.8.7156 fue usado 
para visualizar todas las trayectorias de MD1 y las geometrías resultantes. 
 
                                                            
s Del inglés Augment Basis Newton―Raphson. 
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2.7.2. Dinámicas moleculares de las rodopsinas en la bicapa lipídica hidratada 
La simulación de las rodopsinas dentro de su ambiente nativo con una bicapa lipídica hidrata-
da está apoyada por datos experimentales, los cuales aportan que la funcionabilidad de estos 
pigmentos visuales es reconstituida en membranas artificiales157. Por otro lado, algunos estu-
dios teóricos han reproducido muy bien las propiedades del pigmento visual bovino en mem-
branas16. Las membranas de los discos de los segmentos externos de los bastones, donde se 
inserta la rodopsina, están compuestas por lípidos insaturados158 y fosfolípidos42. Por lo tanto, 
las rodopsinas, orientadas en el eje z, fueron insertadas en un parche rectangular de una 
bicapa lipídica doblemente hidratada de POPC (vide supra) usando el programa VMD 
v.1.8.7156.  
Las moléculas de agua adicionales se ubicaron usando el programa SOLVATE v.1.0159 para 
llenar los espacios vacíos dentro de los poros y en sus alrededores. Se removieron las molé-
culas de agua dentro de la interface rodopsina―membrana y se determinó la colocación de la 
rodopsina dentro de la membrana de POPC según la hidrofobicidad de sus residuos. Se ob-
tuvo un alineamiento proteína―membrana adecuado y se eliminaron las moléculas de POPC 
y agua superpuestas con la rodopsina y los residuos palmíticos. Subsecuentemente, se situa-
ron los complejos en una caja de agua con talla ligeramente más pequeña que el plano xy del 
parche de membrana y se eliminó cualquier molécula de agua dentro de la bicapa lipídica. 
Los sistemas fueron neutralizados usando iones Na+ y Cl- a concentración fisiológica (154 
mM). Los complejos rodopsina/membrana/aguas/iones resultantes con dimensiones de 83 × 
84 × 87 Å3 contienen las estructuras por homología, 170 moléculas de POPC, moléculas de 
agua e iones (Figura 2b). La mayor parte de las tareas en la construcción de los complejos 
rodopsina/membrana/aguas/iones fue realizada usando el programa VMD v.1.8.7156. Todas 
las minimizaciones y MD con las rodopsinas insertadas en membrana lipídica doblemente 
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hidratada fueron realizadas usando la herramienta NAMD v.2.7148 con un tiempo de simula-
ción total de tres nanosegundos (ns).  
En la simulación MD2R: la minimización de energía inicial fue realizada sobre el complejo ro-
dopsina/membrana/aguas/iones usando el algoritmo CG a 300 K, presión de 1,0 bar y volu-
men constante seguido por una MD de 500 ps con todos los residuos inmóviles, excepto las 
colas de las moléculas del lípido POPC y los residuos palmíticos. También se usaron condi-
ciones periódicas del límite (CPL). Las interacciones electrostáticas para los sistemas com-
pletos con CPL fueron calculadas con el método de malla de partícula Ewald160, usando un 
espaciado de rejilla de 1,0 Å, cutoff de 12,0 Å e intervalos temporales de 1,0 fs. Se indujo así 
el grado de aleatoriedad estructural apropiada de una bicapa lipídica fluida. Después, una 
segunda minimización de energía de los complejos fue realizada para equilibrar los sistemas 
(500 ps a 300 K y presión constante de 1,0 bar como en la MD inicial) antes de llevar a cabo 
otra simulación pero ahora con los átomos móviles. Las constricciones armónicas fueron im-
puestas sobre la proteína y el retinal de todas las rodopsinas. Esta simulación permitió la 
adaptación de moléculas de lípidos, agua, e iones a la proteína en su conformación dentro de 
un ambiente relajado apropiadamente, evitando desviaciones significativas en regiones del 
esqueleto covalente y del cromóforo con respecto a la estructura obtenida por difracción de 
rayos X161. Además, la hidratación de la interface proteína―membrana fue evitada durante la 
MD2R. Después de este procedimiento de MD con restricciones, se continuó con la simulación 
no restringida como se describe a continuación.  
En la MD2L, los sistemas fueron calentados a 310 K durante una simulación de 500 ps a pre-
sión constante de 1,0 bar y sin restricciones armónicas. Se realizó una corrida de MD poste-
rior durante 1,5 ns a presión (1,0 bar) y área constantes para forzar desviaciones conforma-
cionales en algunos sistemas (bWT, hWT y hS186W) dentro del ambiente de la membrana. El 
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programa VMD v.1.8.7156 fue usado para visualizar todas las trayectorias de las simulaciones 
MD2 y las geometrías resultantes. 
2.8. Optimización por el método híbrido mecánica cuántica/mecánica molecular 
Las optimizaciones QM/MM de cuatro estructuras de cada sistema (bWT, hWT, hM207R, y 
hS186W) obtenidas a partir del espacio conformacional generado por la simulaciones MD1, 
así como de tres estructuras de cada sistema (bWT, hWT y hS186W) obtenidas por MD2L, 
fueron realizadas con el programa ChemShell162,163. Se usaron los programas Turbomole 
v.5.7.1164 para los cálculos con los métodos de QM y DL_POLY165 como conductor del campo 
de fuerza CHARMM22166,167.  
La región tratada con QM para bWT, hWT y hM207R (73 átomos) incluyó al cromóforo 
11―cis―retinal, parte de los residuos Lys296 y Glu113, así como, las dos moléculas de agua 
(TIP3P) W6 y W8. La región QM para el sistema hS186W fue la misma (73 átomos), con una 
excepción: un protón fue cambiado desde el átomo NZ en el residuo Lys296 hasta el grupo 
carboxílico del residuo Glu113; por lo tanto, ambos residuos fueron neutros en este mutante 
(Figuras 1 y 3). Las optimizaciones QM/MM se realizaron para los estados singlete base (S0) 
y triplete excitado más bajo (T1) de la región QM en los sistemas provenientes de la dinámica 
molecular MD1, y para S0 de la región QM en los sistemas obtenidos a partir de la simulación 
MD2. Se cambió a la correspondiente multiplicidad, así como, se usó el formalismo 
Hartree―Fock restringido y sin restricciones para los estados S0 y T1, respectivamente. La 
parte QM fue descrita usando el funcional de la densidad B3LYP91-95 y la base TZVP de la 
biblioteca del conjunto de bases de la herramienta Turbomole164. Las interacciones QM―MM 
fueron tratadas mediante un esquema de inserción electrónica (EE)168. Las valencias no 
completadas en el límite QM―MM fueron saturadas usando átomos de hidrógeno. La 
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aproximación de cambio de carga169,170 fue utilizada para evitar la sobrepolarización de la 
región QM en el límite. No se usaron cutoffs electrostáticos para la interacción QM―MM.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Regiones QM con la notación de los átomos (excepto para los átomos de 
hidrógeno, los grupos metilos y moléculas de agua). A la izquierda: rodopsina hWT (idéntico 
para bWT y hM207R); a la derecha: hS186W. Las diferencias entre ambas regiones QM son 
resaltadas. 
 
Las optimizaciones de las geometrías fueron realizadas con el optimizador HDLC171 como se 
encuentra implementado en ChemShell, lo cual fue llevado a cabo usando coordenadas 
internas deslocalizadas híbridas. Se fijaron aquellas coordenadas más allá de 15 Å del centro 
(átomo C11 del 11―cis―retinal). La optimización fue finalizada cuando el componente del 
gradiente máximo estuvo por debajo de 0,00045 unidades arbitrarias.  
2.9. Parámetros y campo de fuerza 
Todos los cálculos MM, sean puros (MM) o combinados (QM/MM), fueron realizados con el 
campo de fuerza CHARMM166,167 para todos los átomos y con el modelo de agua TIP3P155. 
Los tipos, cargas y parámetros del campo de fuerza para los átomos de los residuos 
aminoacídicos y no aminoacídicos como el retinal o los residuos palmíticos, así como, para 
moléculas de agua e iones fueron tomados de la literatura o la biblioteca de CHARMM166,172-
175. 
2.10. Cálculo de propiedades geométricas del retinal 
Se calcula la ALE como la suma de todas las longitudes de enlaces simples formales menos 
la suma de todas las longitudes de enlaces dobles formales a lo largo de la cadena 
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carbonada y conjugada del retinal desde el átomo NZ hasta el C698. La torsión geométrica 
helicoidal fue analizada a lo largo de la cadena polieno del retinal mediante ángulos entre 
planos (ω) y ángulos diedros (φ). Se calcula la torsión arqueada también a través de ángulos 
entre planos definidos por dos puntos con coordenadas (x, y, z) que corresponden a dos 
átomos del 11―cis―retinal (x1, y1, z1 y x2, y2, z2) y un tercer punto con coordenadas (x3, y3, 
z3) iguales a aquellas de un átomo del mismo plano pero con el valor de z3 ajustado a cero (x3 
= x1, y3 = y1, z3 = 0). Las torsiones helicoidales y arqueadas del retinal son exploradas en 
sitios específicos donde se encontraron cambios relevantes de la densidad electrónica. Cada 
ángulo entre planos fue calculado a través de la ecuación: 
 
                                              
donde N1 y N2 son los vectores ortogonales de los planos correspondientes. 
2.11. Cálculo de las energías verticales de excitación 
Se calcularon las energías verticales de excitación y la fortaleza del oscilador en el ambiente 
de la proteína a un nivel QM/MM, usando el método combinado DFT/MRCI32. El método 
TDDFT85-88 fue también usado para las comparaciones. Se usaron convenciones QM/MM 
iguales que para las optimizaciones (vide supra) y un conjunto modificado de parámetros 
desarrollados recientemente en el grupo de Grimme176 (p1 = 0,629, p2 = 0,611, pJ = 0,119, p[0] 
= 8,000, α = 0,503). Se generaron las funciones de onda DFT requeridas mediante el progra-
ma Turbomole164. El método DFT/MRCI puede proporcionar energías verticales de excitación 
que oscilan en 0,2 electron-voltios (eV) con respecto a valores experimentales, usando pará-
metros y convenciones estándares32,177.  
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2.12. Cálculo de la densidad electrónica 
2.12.1. Descripción de orbitales frontera y de distribuciones de carga 
Se analizó la distribución de la densidad electrónica de la región QM, desde el punto de vista 
clásico, mediante el análisis de las distribuciones de carga NBOt y de orbitales moleculares 
frontera: el ocupado de mayor energía (HOMOu) y el desocupado de menor energía (LUMOv). 
Esta aproximación permitió identificar la diferencia entre sistemas para las distribuciones de 
cargas atómicas y la ubicación de los orbitales HOMO y LUMO en la región QM.  
2.12.2. Cálculo de las deformaciones de la densidad electrónica 
Se realizaron cálculos con geometría fija a un nivel de teoría B3LYP/TZVP (que es una 
convención igual a la usada en las optimizaciones QM/MM) mediante el programa 
Gaussian09178 para computar la densidad electrónica. Posteriormente, se realizó una 
aproximación novedosa a la estructura electrónica del retinal a partir de las deformaciones de 
la densidad electrónica. En este trabajo, el método DAM44 desarrollado por Rico et al. fue 
empleado para analizar la densidad electrónica del 11―cis―retinal. Este método está 
basado en esquemas de partición centrada en átomos dentro del marco de la combinación 
lineal de orbitales atómicos (LCAOw)99,179. En ese contexto, la densidad electrónica es 
expresada como una combinación lineal de distribuciones de carga de uno o dos centros, y 
cada fragmento atómico consiste de todas sus distribuciones de un centro más la parte de las 
distribuciones de los dos centros más cercanos a este179. Este método permite que las 
deformaciones pequeñas y no esféricas de la densidad electrónica de cada átomo, que son 
las indicativas del comportamiento químico44, sean separadas del término esférico 
mayormente dominante180. Lo anterior proporciona una comprensión apropiada de la 
                                                            
t Del inglés Natural Bond Orbital. 
u Del inglés Highest Occupied Molecular Orbital. 
v Del inglés Lowest Unoccupied Molecular Orbital. 
w Del inglés Linear Combination of Atomic Orbitals. 
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densidad electrónica molecular, así como que permite identificar regiones de acumulación y 
reducción de densidad electrónica de acuerdo con las nociones de la química empírica99,179.  
El sistema π conjugado del retinal fue explorado a través de isosuperficies de deformaciones 
de la densidad electrónica. Las deformaciones positivas (acumulación de carga) del 
11―cis―retinal fueron exploradas con el valor de contorno de 0,001 bohr-3 que es el nivel de 
deformación correspondiente al patrón de deslocalización característico encontrado en 
moléculas aromáticas180. Este tipo de exploración fue usada para identificar sitios específicos 
de perturbación a lo largo del sistema π conjugado del retinal. Las perturbaciones de la nube 
π que resultan relevantes implican menos contribución a la deslocalización de la carga a 
partir de átomos del 11―cis―retinal en rodopsinas mutantes con respecto a las rodopsinas 
de referencia WT.  
Fue seleccionado un sistema de ejes común para cada estructura con el fin de cuantificar la 
perturbación de la nube π conjugada. En este sistema de coordenadas, el eje z es 
perpendicular al plano definido por tres átomos consecutivos del retinal que incluye a los 
átomos del enlace donde tiene lugar la perturbación de la densidad electrónica. Se puede 
probar fácilmente que el primer término en la expansión multipolar del fragmento atómico, el 
cual contribuye de forma análoga (acumulando o reduciendo carga) tanto a la parte superior 
como a la inferior del sistema π del conjugado, es el componente d3z2–r2 con m = 0 del 
cuadrupolo (l = 2) (Figura 4). Por lo tanto, el incremento de los valores del momento d3z2–r2 del 
cuadrupolo significa mayor contribución a la deslocalización de la carga a través de la nube π 
conjugada. El valor y el signo del momento son descriptores cuantitativos de la contribución 
de un átomo dado al componente π del retinal, lo cual puede ser útil para cuantificar 
perturbaciones en la deslocalización. 
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Figura 4. Armónico esférico m = 0, l = 2 (componente d3z2-r2 del cuadrupolo), el cual permite 
identificar la adición de carga (en rojo) por encima y por debajo del plano xy (tres átomos 
consecutivos del retinal, los cuales son perpendiculares al eje z). La reducción de carga (en 
azul) está ubicada entre ambas regiones de acumulación (en rojo). La contribución del com-
ponente m = 0 (l = 2) describe cuantitativamente las nubes π conjugadas del retinal. 
 
2.13. Cálculo del potencial de ionización 
El teorema de Koopmans181 fue usado para analizar comparativamente propiedades redox 
entre las regiones QM de rodopsinas WT y mutantes. Así, la aproximación al potencial de 
ionización (PIaprox) de la región QM es el negativo del valor de la energía correspondiente al 
orbital HOMO. Consecuentemente, los valores de PIaprox fueron atribuidos al residuo de las 
rodopsinas calculadas sobre el cual están ubicados ambos orbitales frontera dentro de la 
región QM. 
2.14. Modelos 
En este estudio, se utilizaron los siguientes modelos QM/MM (Figuras A2―A8; Anexos): 
− Rho1: rodopsina en solvente explícito de agua, la región QM incluye a 11―cis―retinal, 
parte de los residuos aminoacídicos Lys296 y Glu113, y dos moléculas de agua (W6 y 
W8) (Figuras 1 y 3), para los sistemas QM/MM: bWT, hWT, hM207R y hS186W (MD1).  
− Rho2: el modelo Rho1 es modificado teniendo en cuenta que la región QM solamente 
contiene 11―cis―retinal y parte del residuo aminoacídico Lys296. Todas las cargas pun-
tuales MM son ajustadas a cero, excepto aquellas del residuo aminoacídico Glu113, para 
los sistemas QM/MM: hWT, hM207R y hS186W (MD1).  
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− Rho3: rodopsina en bicapa lipídica solvatada de palmitoil―oleoil―fosfatidil―colina, la 
misma región QM como en Rho1, para los sistemas QM/MM: bWT, hWT y hS186W 
(MD2L). 
− Rho4: usando el modelo Rho1 pero el residuo aminoacídico Glu113 (contraión) y las 
moléculas de agua fueron excluidas de la región QM, para los sistemas QM/MM: hWT, 
hM207R y hS186W (MD1). 
− Rho5: usando el modelo Rho1 pero la región solamente contiene 11―cis―retinal y parte 
del residuo aminoacídico Lys296. Todas las cargas puntuales MM fueron retenidas ex-
cepto aquellas del residuo aminoacídico Glu113, para los sistemas QM/MM: hWT, 
hM207R y hS186W (MD1). 
− Rho6: usando el modelo Retgas pero aplicado al sistema QM/MM: hS186W (MD1). 
− Retgas: en este modelo, la región QM solamente contiene 11―cis―retinal y parte del 
residuo aminoacídico Lys296. Todas las cargas puntuales MM son ajustadas a cero, para 
el sistema QM/MM: hWT (MD1).  
2.15. Análisis de los datos  
Se mostraron los resultados como valores promedios con sus desviaciones estándares y 
porcentajes. Los parámetros, coeficientes de determinación (R2) y la raíz cuadrática de la 
desviación promedio (rmsd) entre funciones, fueron evaluados usando el paquete Mathemati-
ca v.8.0182. Se utilizaron los programas VMD v.1.8.7156 y gOpenMol v.3.0183-185 para las repre-
sentaciones de estructuras moleculares e isosuperficies de las deformaciones de la densidad 
electrónica, respectivamente.  
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CAPÍTULO 3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
3.1. Evaluación estructural de las rodopsinas 
Dentro de una esfera de radio 4,5 Å con centro en el retinal, se encontró una identidad de 
secuencia de 100 % y un RMSD de 0,5 Å entre los residuos aminoacídicos de las rodopsinas 
bovina (bWT) y humana (hWT) normales. Además, las moléculas de agua cercanas al cromó-
foro se ubicaron de forma coincidente en bWT y hWT. Por lo tanto, los sitios de unión del 
retinal de ambas estructuras WT son muy similares (Figura A9; Anexos). La similitud estructu-
ral entre los sistemas bovino y humano normales, así como, la información bioquímica dispo-
nible para estas rodopsinas, especialmente para la bovina, proporcionan un punto de referen-
cia apropiado para evaluar la calidad y consistencia de los resultados.  
3.1.1. Evaluación de la calidad de las estructuras tridimensionales de las rodopsinas 
Los valores de los parámetros de calidad obtenidos indican que las estructuras 3D de las 
rodopsinas calculadas son adecuadas, siendo los indicadores muy similares a aquellos obte-
nidos para la estructura del cristal de partida 1U19 (Tabla 1). Se obtuvo una compatibilidad 
adecuada entre la ubicación de cada residuo en la secuencia y su ambiente 3D, teniendo en 
cuenta el puntaje 3D―1D; así como, una mejor calidad de empaquetamiento con puntajes Z 
más positivos (calidad de empaquetamiento de segunda generación) para todas las estructu-
ras generadas por homología respecto a la estructura 1U19. Por otro lado, las rodopsinas 
computadas exhibieron un valor cercano al 90 % para las regiones más favorecidas en el 
mapa de Ramachandran, siendo este valor superior con respecto a la cadena B del cristal 
1U19, aún cuando esta estructura de partida fue resuelta a 2,2 Å. Los modelos por homología 
y el cristal de rodopsina bovina resultaron ser estructuras usuales, considerando que se obtu-
vo un valor del factor G general mayor que −0,5. Por otro lado, los valores de RMSD calcula-
dos entre las estructuras de homología y la cristalina resultaron ser bajos, mostrando similitud 
entre las estructuras 3D calculadas y el cristal.  
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Tabla 1. Validación estructural de las rodopsinas calculadas por homología. 
 
Criterio Parámetro 1U19 bWT hWT hM207R hS186W 
PROCHECK* Más favoreci-
das(a) 
78,5 87,5 88,8 87,8 86,5 
 
Permitidas adi-
cionales(a) 
 
16,2 9,2 9,2 8,2 9,9 
 
Permitidas ge-
nerosamente(a) 
 
3,6 2,3 1,0 2,6 2,6 
 No permitidas(a) 
 
1,7 1,0 1,0 1,3 1,0 
 Factor G general > −0,5 > −0,5 > −0,5 > −0,5 > −0,5 
WHAT_CHECK 
(Valor Z) Calidad de em-
paquetamiento  
(segunda gene-
ración) 
−1,1 −0,5 −0,4 −0,4 −0,6 
Verify–3D 
Valor 3D–1D* 
 
(≥ 0,2) 72,4 82,2 75,3 68,7 73,3 
(≥ 0,1) 88,5 90,8 89,1 88,2 92,2 
Cálculo del 
RMSD(b)   RMSD
 ― 1,1 1,2 1,2 1,3 
* Expresado en porcentaje (%).  
(a) Regiones en el mapa de Ramachandran (90,0 % es el umbral en las regiones más favorecidas para 
una resolución de 2,0 Å). 
(b) RMSD del eje peptídico calculado vs cristal 1U19, usando VMD. 
 
Probablemente, el sistema bWT resuelto equivale a una mejor estructura con respecto a la de 
partida; siendo entonces adecuada la metodología usada para las rodopsinas humanas hWT, 
hM207R y hS186W con unas secuencias de residuos aminoacídicos muy similares a aquella 
de bWT. Tanto el núcleo proteínico que incluye al SR como el puente disulfuro 
Cys110―Cys187 fueron conservados en el caso de todos los sistemas analizados. La eva-
luación realizada muestra la alta calidad de las estructuras 3D construidas en este estudio, 
obteniéndose de forma apropiada la rodopsina humana y sus mutantes, no disponibles expe-
rimentalmente (Tabla 1). Estas estructuras son mejoradas aún más por el método QM/MM.  
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3.1.2. Similitud entre los sitios de unión del retinal 
Las geometrías del SR son básicamente las mismas en las cuatro estructuras para una ro-
dopsina dada (bWT, hWT, hM207R o hS186W) del modelo Rho1 (Figura 5). Las conformacio-
nes obtenidas a partir de las trayectorias de la dinámica molecular MD2R mostraron un SR 
muy similar a aquellos de las conformaciones seleccionadas a partir de las trayectorias de 
MD1 y luego optimizadas por el método híbrido QM/MM (Rho1) (Figura 6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Superposición de los sitios de unión del retinal pertenecientes a las cuatro estructu-
ras (un color para cada estructura) obtenidas por la simulación MD1 y optimizadas al nivel 
QM/MM (modelo Rho1) para cada sistema WT (parte superior) y mutante (parte inferior). 
 
Los valores de energía y RMSD a lo largo de las dinámicas MD2R y MD1 presentaron muy 
poca variación, alcanzándose un adecuado equilibrio energético y geométrico (Figuras A10a, 
A10c, A11a y A11c; Anexos), por lo que las conformaciones generadas a partir de estas si-
mulaciones para proseguir con los modelos Rho1, Rho2, Rho4, Rho5, Rho6 y Retgas no son 
artefactos. 
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Figura 6. Superposición entre el sitio de unión del retinal de una estructura del modelo Rho1 
para cada sistema WT (parte superior) y mutante (parte inferior) con otra (representada en 
verde) de la simulación MD2R. Los átomos de hidrógeno no son visualizados. 
 
Por otro lado, aunque el equilibrio energético fue también alcanzado durante las simulaciones 
MD2L (Figura A10b; Anexos), los valores del RMSD exhiben desviaciones geométricas des-
pués de un nanosegundo y al final de la simulación (tres ns) como puede verse en la Figura 
A11b (Anexos). Con el fin de enriquecer el universo conformacional de sistemas con BSP y 
BSD, así como, incrementar el conjunto de datos para las propiedades geométricas y espec-
trales se forzaron estas desviaciones conformacionales significativas en las rodopsinas del 
modelo Rho3, con respecto a las estructuras de partida. Se han reportado desviaciones es-
tructurales en la proteína durante simulaciones prolongadas de la rodopsina insertada en 
membrana186. Probablemente, uno de los cambios más interesantes alcanzados durante la 
simulación MD2L es que en el sistema bWT, el grupo carboxílico del residuo aminoacídico 
Glu181 se movió lejos del retinal (Figura A12; Anexos) para adoptar una posición no encon-
trada durante las simulaciones MD1 y MD2R (Figura 6). Las propiedades geométricas y espec-
trales exploradas en las conformaciones desviadas y seleccionadas a partir del espacio con-
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formacional generado por la dinámica MD2L fueron calculadas después de ser estas estructu-
ras optimizadas mediante el método combinado QM/MM (modelo Rho3).  
3.1.3. Análisis de estabilidad 
Las sustituciones aminoacídicas M207R y S186W afectaron la estabilidad del SR en las ro-
dopsinas mutantes como es de esperar dada la naturaleza química de estos cambios (Figura 
7).  
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Sustituciones aminoacídicas en el sitio de unión del retinal en las rodopsinas 
mutantes hM207R (izquierda) y hS186W (derecha). Se muestra transparente el SR para 
rodopsina normal hWT. Los átomos de hidrógeno (excepto los de las moléculas de agua) 
fueron omitidos y se resaltan los residuos importantes. Los sitios provienen de estructuras 
optimizadas al nivel QM/MM.  
 
En la estructura de la rodopsina, la sustitución aminoacídica M207R lleva al cambio del resi-
duo aminoacídico metionina, M207, (apolar) por arginina (Arg207), este último es más volu-
minoso y polar iónico cargado positivamente; la sustitución S186W ocasiona el cambio del 
residuo serina, S186, (polar) por triptófano (Trp186), mucho más voluminoso y aromático 
(Figuras 1 y 7). Se calcularon las energías mediante MM de la región formada por: 
11―cis―retinal, base de Schiff, dos moléculas de agua (W6 y W8), Lys296, Glu113, Glu181, 
Tyr191, Tyr192, Tyr268 y Thr94 para el mismo número de átomos entre todos los sistemas 
(182 átomos) durante las simulaciones de las rodopsinas en membrana (MD2R y MD2L). Com-
parativamente, los valores de energía de este SR más extenso fueron ligeramente superiores 
y muy superiores para los mutantes hM207R y hS186W, respectivamente, con respecto a la 
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rodopsina hWT. El incremento de la energía en el núcleo proteínico de las rodopsinas mutan-
tes es mantenido prácticamente de forma sistemática durante toda la trayectoria de cada 
simulación, sea MD2R (Figuras 8a y A13[Anexos]) o MD2L (Figuras 8b y A14[Anexos]). Esto es 
válido aun cuando en el caso de esta última simulación buscamos desviaciones estructurales 
significativas en los sistemas analizados.  
Si bien es evidente que las energías MM totales son superiores para el mutante hS186W en 
esa región estructural, no se observan grandes diferencias para hM207R a través de estos 
resultados con respecto a hWT (Figura 8). No obstante, se realizaron cálculos QM/MM adi-
cionales para el sistema hM207R que permiten identificar valores de energía más elevados 
en su núcleo proteínico con respecto a hWT. En hM207R, el incremento del valor de energía 
QM fue de 6,5 kcal/mol para la región QM (nivel de teoría: B3LYP/TZVP) y de 29,5 kcal/mol 
para un SR más extenso (B3LYP/SVP) que incluye a la región QM más los residuos amino-
acídicos Glu181, Tyr268 y Thr94. Además, los promedios de valores de energía registrados 
en la etapa final de las dinámicas moleculares clásicas MD2R y MD2L (Tabla A1; Anexos) 
muestran el mismo comportamiento para las diferencias energéticas entre cada mutante y 
hWT (vide supra). Estos hallazgos muestran que el núcleo proteínico en los mutantes 
hM207R y hS186W es menos estable con respecto a aquel de la rodopsina humana normal. 
Los valores de energías MM que se muestran en la Figura 8 son computados para una región 
que abarca los átomos de la región tratada con QM y los residuos más significativos implica-
dos en la red de puentes de hidrógeno del SR. Lo anterior permite una aproximación al efecto 
desestabilizador de las sustituciones M207R y S186W en la estructura de la rodopsina dentro 
de la membrana. El grado de inestabilidad en mutantes, basado en estas diferencias de 
energía calculadas para el SR en hM207R y hS186W con respecto a hWT (Figuras 8, A13 y 
A14 [Anexos]), es coherente con los resultados de un estudio previo reciente donde se usó 
algoritmo FoldX27 pero sin explorar causas de inestabilidad a nivel atómico.  
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Figura 8. Energías MM totales (E) del núcleo proteínico constituido por: Glu113, Lys296, 
11―cis―retinal, W6, W8, Glu181, Tyr191, Tyr192, Tyr268 y Thr94; a) simulación MD2R; y b) 
MD2L (último nanosegundo). bWT (verde oscuro); hWT (verde claro); hM207R (azul) y 
hS186W (violeta). 
 
Por lo tanto, se analizaron propiedades estructurales relacionadas con la estabilidad para 
explicar las diferencias de energías encontradas entre los sitios de unión del retinal de las 
rodopsinas normales y ambos mutantes. Consecuentemente, la red de puentes de hidrógeno 
alrededor del cromóforo 11―cis―retinal está perturbada en los dos mutantes con respecto a 
las rodopsinas WT (Tabla 2; Figura 9).  
Tabla 2. Distancias promedio de puentes de hidrógeno (para átomos pesados y expresadas 
en angstroms) entre residuos del sitio de unión del retinal en rodopsinas QM/MM optimizadas. 
Se muestran las desviaciones típicas.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Distancias 
QM/MM (Modelo Rho1) 
hWT hM207R hS186W 
OE2Glu113―NZLys296 2,71 ± 0,01 2,73 ± 0,02 6,61 ± 0,07 
 OE1Glu113―NZLys296 3,76 ± 0,05 3,50 ± 0,03 6,64 ± 0,10 
OE2Glu113―OW8 2,76 ± 0,00 2,81 ± 0,02 3,86 ± 0,12 
OE2Glu113―OGSer186 5,42 ± 0,03 4,28 ± 0,05 ― 
OE2Glu113―OG1Thr94 4,50 ± 0,05 3,96 ± 0,06 6,29 ± 0,09 
OE2Glu181―Ow6 2,74 ± 0,01 2,77 ± 0,01 4,26 ± 0,08 
OE2Glu181―OHTyr268 2,78 ± 0,02 2,80 ± 0,02 2,90 ± 0,05 
OE1Glu181―OHTyr192 2,89 ± 0,01 4,86 ± 0,06 2,68 ± 0,02 
OE1Glu181―OHTyr191 2,78 ± 0,02 5,80 ± 0,13 5,00 ± 0,25 
OHTyr268-OHTyr191 2,90 ± 0,05 4,70 ± 0,12 2,91 ± 0,06 
OGSer186―OG1Thr94 4,95 ± 0,03 2,85 ± 0,01 ― 
OGSer186―OW6 2,76 ± 0,00 4,21 ± 0,04 ― 
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En las rodopsinas del modelo Rho1, la sustitución M207R conduce a un acercamiento de los 
residuos aminoacídicos Glu113, Ser186, y Thr94 (comparado con hWT), desestabiliza las 
interacciones por puentes de hidrógeno del residuo Glu181 con Tyr191 y Tyr192, y lleva a 
una elongación de las distancias OTyr268―OTyr191 y OSer186―OW6 (Tabla 2). La sustitución 
S186W causa cambios sobre la red de puentes de hidrógeno que resultan en la pérdida de 
las interacciones entre los residuos aminoacídicos Glu113 y Lys296; en adición, Glu113 y 
Thr94 son separados entre sí (comparado con hWT), y la red de puentes de hidrógeno entre 
Glu181, W6, y Tyr191 es también afectada en este sistema (Tabla 2). 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Red de puentes de hidrógeno del sitio de unión del retinal (SR) en rodopsinas WT 
(parte superior) y mutantes (parte inferior). Los SR provienen de estructuras optimizadas por 
el método QM/MM. Las distancias entre átomos pesados son expresadas en angstroms. 
 
Los efectos más significativos sobre el puente salino entre el contraión y la base de Schiff, y 
en la red de puentes de hidrógeno del SR tienen lugar en el sistema hS186W. La estructura 
obtenida para este mutante mostró el mayor grado de inestabilidad (incremento de energía en 
el SR) y perturbación de las interacciones por puentes de hidrógeno en el núcleo proteínico 
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(Figuras 8 y 9; Tabla 2). La red de puentes de hidrógeno en el SR es muy importante para 
estabilizar térmicamente a la rodopsina y tiene implicaciones en la reacción de 
fotoisomerización39. Por lo tanto, su perturbación en los mutantes hM207R y hS186W podría 
disminuir la estabilidad de estas rodopsinas. Además, tales desviaciones estructurales 
probablemente no solo son la contribución más importante a la inestabilidad de los mutantes 
sino también pueden afectar el proceso de fotoisomerización en estos sistemas asociados a 
RP. La estabilidad calculada como función del pH para los modelos de homología coincidió 
con los resultados anteriores mostrados (Figuras 8, 9 y 10; Tabla 2), y con otros reportados 
para el comportamiento del plegamiento en estas rodopsinas27.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Estabilidad, como función del pH, para estructuras calculadas por homología. bWT 
(verde oscuro), hWT (verde claro), hM207R (azul), y hS186W (violeta). 
 
Los valores de estabilidad como función del pH para la rodopsina mutante hM207R fueron 
cercanos a los de su contraparte humana no mutante (hWT) pero a la vez el sistema hM207R 
apareció ligeramente menos estable de forma sistemática, y el mutante hS186W mostró la 
mayor pérdida de estabilidad en el rango de pH desde 5 a 11,5 (incluye al rango fisiológico). 
Este comportamiento de la estabilidad para los modelos de ambos mutantes es consistente 
con las consecuencias estructurales y energéticas en el SR causadas por las sustituciones 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
__________________________________________________________________________________ 
 
49 
 
M207R y S186W (vide supra). Estos hallazgos podrían ser útiles al valorar propuestas recien-
tes para influir en el plegamiento y la unión del retinal que tendrían lugar en estos sistemas de 
forma natural o artificial, usando para esta última variante moléculas estabilizadoras de pro-
teínas27-29,187,188. Se asume que las estructuras de rodopsinas obtenidas a partir de la simula-
ción MD2R presentan las conformaciones más cercanas a la realidad dentro de la membrana 
(su ambiente natural). Las propiedades espectrales, entre otras, de las estructuras optimiza-
das por MM en membrana y generadas por las simulaciones MD2R pueden ser inferidas a 
partir de las estructuras QM/MM (MD1) debido a la alta similitud entre sus sitios de unión del 
retinal (Figura 6). Los siguientes análisis geométricos, electrónicos y espectrales se realizaron 
sobre las estructuras seleccionadas del espacio conformacional generado por la simulación 
MD1 y subsecuentemente optimizadas por el método combinado QM/MM (modelo Rho1).  
3.1.4. Evaluación del enlace C11═C12 
El ángulo diedro C10―C11═C12―C13 (φC10―C11═C12―C13) caracteriza la estructura del reti-
nal en el enlace C11═C12 (doble enlace). La conformación de la cadena polieno del retinal a 
nivel del enlace C11═C12 fue 11―cis para todas las estructuras. Las rodopsinas WT (bWT y 
hWT) mostraron un valor del φC10―C11═C12―C13 de −12,0 grados (°), los cuales se corres-
ponden con los valores −11,0°189, −17,0° y −16,0°98 reportados por anteriores estudios teóri-
cos para el estado no excitado de rodopsinas bovinas. Un estudio QM/MM reciente sobre la 
rodopsina del calamar también encuentra que un pre―torcimiento (−17,0°) es requerido para 
la fotoisomerización del enlace C11═C12190. Aunque con una diferencia ligera con respecto a 
las rodopsinas normales, los valores del φC10―C11═C12―C13 fueron sistemáticamente meno-
res (alrededor del valor −9,0°) e indican una conformación menos pre―torcida a nivel del 
enlace C11═C12 del retinal en los mutantes hM207R y hS186W (Tabla 3).  
Aparentemente, el ambiente de la proteína en las rodopsinas WT ejerce una tensión estérica 
mayor sobre la mitad del 11―cis―retinal y por tanto fuerza un poco más la torsión en torno al 
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doble enlace C11═C12, en el cual ocurre la fotoisomerización. Por el mismo motivo, se podría 
esperar que esta reacción de fotoisomerización sea menos facilitada en ambos mutantes. 
Tales efectos ambientales son importantes porque la estructura electrónica del retinal no es 
selectiva para la rotación de los enlaces dobles en la cadena de polieno191, por lo que el am-
biente de la proteína es decisivo específicamente para la isomerización en el enlace C11═C12. 
No obstante, las consecuencias energéticas de ligeras variaciones en el ángulo diedro 
φC10―C11═C12―C13 son pequeñas: variando este ángulo aproximadamente 5,0° (hacia 
−7,5° en hWT y alrededor de 14,5° en hM207R y hS186W) y realizando optimizaciones 
QM/MM constreñidas con este ángulo fijo, se alcanzan cambios en las energías relativas 
menores que 2,5 kJ/mol. Por consiguiente, la menor torsión en los mutantes impone solamen-
te una penalización energética mínima a la reacción de fotoisomerización. 
Tabla 3. Valores promedio correspondientes a φC10―C11═C12―C13 (en grados) y alternancia 
de longitud de enlace (en angstroms) del 11―cis―retinal en el estado no excitado de las 
rodopsinas WT y mutantes. Se muestran las desviaciones típicas. 
  
 
 
 
 
 
 
3.1.5. Torsión y planaridad del anillo β―ionona del retinal 
La orientación del anillo β―ionona es 6―s―cis en el enlace C6―C7 del cromóforo 
11―cis―retinal. Los valores promedios calculados del ángulo diedro φC5═C6―C7―C8 son 
−48,1 ± 1,5° (bWT), −43,4 ± 1,4° (hWT), −36,9 ± 1,5° (hM207R), y −44,6 ± 3,9° (hS186W). 
Los valores encontrados para este ángulo diedro en las estructuras 3D del modelo Rho1 
están en adecuada correspondencia con el valor experimental reportado para la cadena B en 
Estructura φC10―C11═C12―C13(a) ALE 
bWT −12,0 ± 0,7 0,42 ± 0,00 
hWT −12,2 ± 0,5 0,43 ± 0,01 
hM207R −9,2 ± 0,7 0,50 ± 0,01 
hS186W −8,6 ± 1,2 0,56 ± 0,02 
(a)En el cristal (1U19), el valor15 de φC10―C11═C12―C13 es: −36,1°. 
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el cristal 1U19 (−31,9°)15 y con resultados obtenidos de cálculos previos ONIOM-EE 
(B3LYP/6-31G*:AMBER) (−44,0°)189, de simulaciones MD clásicas (−52,0°), y dinámicas mo-
leculares combinadas con el método QM/MM (−42,0°)98. La conformación 6―s―cis ha sido 
encontrada por todos los estudios de difracción de rayos X para la rodopsina bovina15, siendo 
la conformación energéticamente preferida en esta proteína18. Otro parámetro geométrico 
importante es el ángulo diedro φC4―C5═C6―C7 del anillo β―ionona, el cual está relacionado 
con su planaridad. Los valores computados para este ángulo de 178,7 ± 0,7° (bWT), 177,4 ± 
0,4° (hWT), −178,9 ± 0,3° (hM207R), y 177,0 ± 0,7° (hS186W) concuerdan con el grado de 
planaridad encontrado para la estructura cristalina (170,6°)15 en esa región del cromóforo; 
aunque son más cercanos a 180° y por tanto indican que cada sistema calculado es ligera-
mente más planar en dicho sitio estructural del retinal. 
3.1.6. Evaluación de la alternancia de longitud de enlace 
Las variaciones en la alternancia de longitud de enlace simple/doble en la cadena poliénica, 
activa ante la luz visible, del 11―cis―retinal asociado a la rodopsina han sido relacionadas 
con el ajuste espectral ocasionado por el ambiente de la proteína18,31. Los valores de ALE 
para la rodopsina bovina están bien documentados15,18,98 y en acuerdo total con los resulta-
dos obtenidos en este trabajo para el sistema bWT (Tabla 3; Figura 11). En general, los valo-
res promedios de ALE para los mutantes hM207R (0,50 Å) y hS186W (0,56 Å) son mayores 
que aquellos para los sistemas WT (0,42―0,43 Å) como se puede observar en la Tabla 3. 
Las diferencias entre valores de ALE han sido previamente relacionadas con diferencias en la 
estructura electrónica15,18,98. En retinales con los más altos valores de ALE, el orbital HOMO 
tiende a ser más localizado en la región del anillo β―ionona18. La ALE está también influen-
ciada por el efecto electrostático del contraión Glu113, y este correlaciona con el momento 
dipolo del estado no excitado del retinal98, las energías verticales de excitación (EVE)18, y la 
carga positiva a lo largo de la cadena polieno. Mientras mayor es la carga positiva, se hace 
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también mayor la ALE13. Por lo tanto, el incremento de los valores de ALE en los mutantes 
hM207R y hS186W (0,08 y 0,14 Å, respectivamente) indica menos deslocalización de la den-
sidad electrónica en la cadena conjugada (Tabla 3; Figura 11) y es consistente con los corri-
mientos hipsocrómicos de EVE encontrados en ambos casos como se describe más adelan-
te.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Figura 11. Alternancia de longitud de enlace (por enlace) en el estado no excitado de las 
rodopsinas WT y mutantes (ver Figuras 1 y 3 para notación atómica). bWT (verde oscuro), 
hWT (verde claro), hM207R (azul), y hS186W (violeta). *Las longitudes de enlace son dadas 
en angstroms. 
 
Algunos estudios QM/MM recientes190,192 muestran desviaciones significativas entre los valo-
res de ALE encontrados en el calamar y la rodopsina bovina que correlacionan con el cambio 
espectral mayor hacia el azul (hipsocrómico) encontrado en ambos sistemas. En los casos 
analizados aquí, los cambios en los valores de ALE son menores y, consecuentemente, los 
cambios hacia al azul de la energía vertical de excitación son menos pronunciados. Existen 
similitudes interesantes entre los patrones de ALE en nuestro trabajo y en la rodopsina del 
calamar. El pico más alto en nuestro esquema de ALE para el sistema hWT (Figura 11) co-
rresponde al enlace C6―C7 (aproximadamente 1,47 Å), y el más bajo al enlace C14―C15 
(cerca de 1,41 Å), en completa analogía con el análisis de ALE para la rodopsina del calamar 
con valores de 1,47 y 1,40 Å para los enlaces C6―C7 y C14―C15, respectivamente190. Estas 
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similitudes (con respecto a los enlaces C6―C7, C14―C15, al φC10―C11═C12―C13, y a ALE) 
entre sistemas animales tan diferentes en lo demás deberían ser tomadas en cuenta en estu-
dios futuros sobre los mecanismos de ajuste espectral de rodopsinas de vertebrados e inver-
tebrados. El comportamiento de los valores de ALE en los mutantes fue diferente al encontra-
do en los sistemas normales, lo cual sugiere cambios de la distribución de carga en los retina-
les de los sistemas hM207R y hS186W. 
3.2. Análisis de las distribuciones de carga  
En el mutante hM207R, es razonable que la densidad electrónica a lo largo de la cadena del 
cromóforo cambie por la introducción e influencia de una carga positiva cerca del anillo 
β―ionona del retinal debido al desplazamiento de Met207 por Arg207 (Figura 12).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Parte superior: diferencias de cargas NBO entre hM207R y hWT (que exceden 
0,01 e en valor absoluto). Parte inferior: notación atómica, marcas en rojo (verde) indican 
disminución (incremento) de la densidad electrónica. 
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Las densidades electrónicas son más bajas sobre los átomos C12, C14, C15, C17 y Nz del 
cromóforo, y más elevadas sobre los átomos C6, C7, C9, C11, C13, C16, C18 y C19 en este mu-
tante con respecto a hWT (Figura 12). Por otro lado, también se encuentran diferencias entre 
el sistema hWT y hS186W (Figura 13).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Parte superior: diferencias de cargas NBO entre hS186W y hWT (que exceden 
0,01 e en valor absoluto). Parte inferior: notación atómica, marcas en rojo (verde) indican 
disminución (incremento) de la densidad electrónica. 
 
En este mutante, la densidad electrónica sobre el átomo C15 podría no afectarse por la no 
protonación de la base de Schiff y la ausencia de cambios significativos de las cargas NBO 
para el átomo Nz cercano. Sin embargo, la densidad electrónica del átomo C15 aumenta en 
este mutante, tal comportamiento de la densidad electrónica está influenciado no solo por el 
estado de protonación de la BS sino también por factores electrostáticos y estéricos dentro de 
la complejidad del ambiente proteínico. La densidad electrónica, explorada a través de cargas 
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NBO, está también incrementada en el retinal de hS186W sobre los átomos C5, C9, C11 y C13 
y es más baja sobre los átomos C12, C14, C17, C19 y C20. Dado que no ocurren interacciones de 
residuos cargados con el anillo ionona como en el caso del mutante hM207R, la densidad 
electrónica no se afecta sobre los átomos de carbono C16 y C18 en hS186W (Figuras 12 y 13). 
A partir de la forma de los orbitales frontera (Figura 14), es obvio el sentido de transferencia 
completa de carga durante la excitación, si la interpretamos como predominantemente 
HOMO―LUMO en estas rodopsinas, desde la región del anillo ionona (C5―C10) hacia la 
región de la base de Schiff (C11―C15) del polieno del retinal (Figura 3), es decir, hacia el resi-
duo contraión Glu113 cargado negativamente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Orbitales HOMO y LUMO (nivel de teoría de DFT de Kohn―Sham: B3LYP/TZVP) 
de la región QM de estructuras QM/MM (modelo Rho1).  
 
En hM207R, la carga positiva del grupo guanidino de la Arg207 podría impedir esta transfe-
rencia de carga durante la excitación. Lo anterior está en correspondencia con un estudio del 
mutante E122Q de rodopsina bovina que reporta una disminución de la transferencia electró-
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nica desde el grupo metilo unido al átomo de carbono C1 del retinal al átomo de nitrógeno de 
su BSP, como una consecuencia de la reducción casi a la mitad de la carga negativa debido 
a la mutación18. En adición, aunque en Rho1, el puente salino OE2Glu113―NZLys296 tiene una 
distancia promedio similar en las estructuras hM207R y WT (2,61 ± 0,08 Å), el átomo de oxí-
geno OE1 del residuo Glu113 está más cerca del retinal (átomo Nz) en hM207R (3,84 ± 0,14 Å 
vs 2,96 ± 0,12 Å para hWT y hM207R, respectivamente); la influencia del contraión tiende a 
estar implicada en la transferencia de carga del estado excitado31,62. La región QM de la ro-
dopsina mutante hS186W es menos polar porque contiene una base de Schiff neutral y un 
residuo Glu113 también neutro a una distancia relativamente grande (Figura 3; Tabla 2). En 
ausencia de una carga negativa y positiva sobre el residuo Glu113 y el residuo 207 (como en 
hM207R), respectivamente, podría no existir impedimento especial contra el cambio de carga 
una vez tenga lugar la excitación HOMO―LUMO.  
3.3. Evaluación de las energías verticales de excitación 
 Se muestran las energías verticales de excitación y la fortaleza del oscilador por DFT/MRCI y 
TDDFT del primer estado excitado singlete (S1) de la región QM para las cuatro estructuras 
de cada rodopsina del modelo Rho1 (Tabla 4). Los valores medios calculados de EVE para S1 
de las rodopsinas WT, que son 2,49 eV para bWT y hWT con TDDFT, 2,56 eV para bWT y 
2,50 eV para hWT con DFT/MRCI, reproducen muy bien los valores experimentales reporta-
dos para las rodopsinas bovina y humana que son 498 nm65,145 para la bovina, así como 493, 
500 nm130 y 495 nm129 para la humana. Esto ocurre también con cálculos previos del espectro 
óptico de la rodopsina bovina18,31,62,189 lo que aporta confianza en la calidad de los modelos 
obtenidos. 
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Tabla 4. Las energías verticales de excitación promedio, EVE (en electronvoltios), de 
DFT/MRCI y TDDFT, longitudes de onda (en nanómetros; en paréntesis), y la fortaleza del 
oscilador (ƒ) para las estructuras obtenidas de MD1 (modelo Rho1). Se muestran las desvia-
ciones típicas. 
 
En los dos mutantes, las energías de excitación calculadas con DFT/MRCI son aproximada-
mente 0,3 eV como promedio más elevadas que aquellas con TDDFT también mostradas 
aquí. Estas últimas son generalmente referidas como menos confiables. Por lo tanto, resulta 
conveniente discutir primariamente y a continuación los resultados del método DFT/MRCI.  
Las primeras energías verticales de excitación (Tabla 4), incluyendo los diez estados excita-
dos de menor energía (Figura 15), están desplazadas hipsocrómicamente en ambos mutan-
tes (2,93 eV para hM207R y 3,05 eV para hS186W vs 2,50 eV en hWT) (Tabla 4 y Figura 15). 
A su vez, el incremento de las EVE en ambos mutantes indica también un exceso de energía 
de los fotones absorbidos en estos con respecto a los que se absorben por las rodopsinas 
normales WT, lo cual pudiera llevar al desbalance a favor de reacciones colaterales que son 
consideradas más adelante.  
Experimentalmente, el cambio hipsocrómico reportado (3,27 eV)29 de la primera banda en 
una rodopsina portadora de la sustitución M207R es aún más fuerte que el computado. Se ha 
sugerido que este hecho indica la presencia de una BSD en este mutante29, ya que la rodop-
sina WT bovina también tiene una banda en 3,27 eV cuando la base de Schiff está desproto-
    DFT/MRCI     TDDFT 
Estructura Exp.* EVE ƒ EVE ƒ 
bWT 2,49 
(498)145  
2,56 ± 0,03 
(484 ± 6,73) 
1,28 ± 0,02 2,49 ± 0,03 
(497 ± 5,05) 
0,63 ± 0,41 
hWT  2,50 ± 0,05 
(496 ± 9,83) 
1,26 ± 0,02 2,49 ± 0,03 
(498 ± 5,72) 
1,05 ± 0,02 
hM207R  2,93 ± 0,01 
(424 ± 1,71) 
1,22 ± 0,02 2,64 ± 0,06 
(469 ± 10,88) 
0,00 ± 0,00 
hS186W  3,05 ± 0,03 
(407 ± 3,11) 
1,07 ± 0,07 2,79 ± 0,04 
(445 ± 5,58) 
0,82 ± 0,10 
*Valor experimental para rodopsina bovina; los valores de 493, 495 y 500 nm para rodopsina humana 
normal se han obtenido en distintas condiciones experimentales129,130.  
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nada42. Por otro lado, un cambio espectral hacia el azul de la primera banda de absorción 
también puede ser causado por sustituciones aminoacídicas en el sitio de unión del retinal, en 
vez de por un cambio del estado de protonación de la base de Schiff. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Longitudes de onda (nm) vs fortaleza del oscilador (ƒ) de los cálculos DFT/MRCI; 
a) curvas para cada estructura; b) curvas promedio; a) y b) curvas calculadas (función tipo 
Gaussian) para los 10 primeros estados excitados de las regiones QM en estructuras del 
modelo Rho1. bWT (verde oscuro), hWT (verde claro), hM207R (azul), y hS186W (violeta).  
 
Por ejemplo, de acuerdo con nuestros cálculos DFT/MRCI, tanto el mutante hS186W con 
BSD y el mutante hM207R con BSP mostraron comparables corrimientos hipsocrómicos (3,05 
y 2,93 eV vs 2,50 eV en hWT). Por lo tanto, no existen razones para revisar nuestra asigna-
ción de estados de protonación sobre esta base; además los valores de pKaBS calculados son 
concordantes claramente con los de una base de Schiff protonada en el sistema hM207R 
(Tabla 5) que da lugar a un puente salino Glu113―BSP integro.  
Se ha discutido previamente que los grupos cargados negativamente en el SR de las rodop-
sinas WT pueden causar un cambio espectral significativo hacia el azul en las energías de 
excitación de S1 a partir de una transferencia de carga asociada con una excitación 
HOMO―LUMO que debería sobrepasar el campo eléctrico del contraión31. Este efecto puede 
estar intensificado en el mutante hM207R debido al campo eléctrico más fuerte del contraión 
comparado con hWT: el cambio espectral hacia el azul de 0,43 eV puede ocurrir desde el 
punto de vista de la contribución de factores electrostáticos como una consecuencia de la 
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polarización electrónica del grupo guanidino del residuo Arg207 y la fuerte influencia elec-
trostática del residuo aniónico Glu113. 
Tabla 5. Valores de pKaBS y pKaGlu113 para estructuras obtenidas en diferentes etapas de los 
cálculos (ver notación). 
 
 
 
 
 
 
 
 
La influencia del contraión es mayor en hM207R que en las estructuras WT debido a que el 
Glu113 está más cerca de la BSP (vide supra). Por lo tanto, el estado S1 es más desestabili-
zado en hM207R, lo cual resulta en una energía de excitación mayor. Un análisis similar so-
bre el efecto del contraión Glu113 ha sido usado antes para explicar los cambios espectrales 
hacia el azul de la rodopsina bovina62. La influencia electrostática incrementada de Glu113 en 
hM207R es reflejada también en los valores de ALE calculados (Tabla 3). La dependencia 
directa de ALE y EVE con efectos electrostáticos es bien conocida79.  
De acuerdo con nuestros cálculos DFT/MRCI en hWT, la transición S1←S0 (ππ*) es domina-
da por la excitación HOMO―LUMO (alrededor del 85,0 %). En los mutantes, esta excitación 
contribuye ligeramente menos (79,0 % en hM207R y 84 % en hS186W), y las excitaciones 
dobles llegan a ser más relevantes; además, los orbitales HOMO―1 (π) y LUMO+1 (π*) apa-
recen más implicados. Ambas mutaciones incrementan las diferencias de energía 
HOMO―LUMO y HOMO―LUMO+1 (Figura 16), lo cual se corresponde con el corrimiento 
hipsocrómico de las energías verticales de excitación con respecto a la rodopsina homóloga 
hM207R pKaBS pKaGlu113 
Modelo de homología 8,54 3,88 
Modelo de homología optimizado 8,60 4,61 
MD1 9,24 3,21 
MD2R (0,5 ns) 8,59 4,64 
MD2R (un ns) 9,24 3,21 
MD2L (tres ns) 9,33 3,35 
Modelo QM/MM  8,68 4,46 
Otros sistemas   
bWT (modelo de homología) 8,79 3,82 
hWT (modelo de homología) 8,61 4,25 
hS186W (modelo de homología) 5,88 8,31 
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normal (hWT). Los altos valores calculados de energías verticales de excitación en ambos 
mutantes son consistentes con el incremento de ALE encontrado en estos con respecto a las 
estructuras WT (Tablas 3 y 4; Figura 15).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Representación esquemática de la variación de las diferencias de energías de 
orbitales con cada mutación para solo ilustrar que en mutantes existe mayor brecha energéti-
ca entre los orbitales frontera. La energía del orbital HOMO es tomada como referencia en 
todos los casos. En comparación con hWT, la energía del orbital HOMO―1 es más baja en 
hS186W, y ligeramente más alta en hM207R. 
 
Por lo tanto, el comportamiento espectral diferente que exhibe el retinal en los mutantes con 
respecto a las rodopsinas normales debe responder a los correspondientes cambios de la 
deslocalización de la carga en este cromóforo.  
Se necesita una descripción más exhaustiva y directa de la estructura electrónica de los reti-
nales en estas rodopsinas que resuelva sus patrones de deslocalización. Lo anterior implica ir 
más allá de las aproximaciones clásicas e indirectas realizadas a través del análisis de cargas 
NBO y orbitales frontera. Como se menciona antes, la comprensión de la estructura electróni-
ca del cromóforo en pigmentos visuales es crucial para explicar sus propiedades 
espectrales36,37.  
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3.4. Análisis de la deslocalización de la carga del retinal a través de las deformaciones 
de la densidad electrónica. Descripción del sistema π conjugado del retinal 
Las deformaciones de la densidad electrónica (DDE) fueron calculadas para cada región QM 
de las estructuras del modelo Rho1 portadoras de BSP (bWT, hWT y hM207R) o BSD 
(hS186W). En lo subsiguiente, el nivel de deformación positiva 0,001 bohr–3 fue usado para 
representar las isosuperficies de DDE, y la notación de todos los residuos en 
representaciones moleculares sigue como en el fichero pdb 1U1915,68. En la Figura 17, se 
representan la estructura molecular de la región QM y las isosuperficies de la deformación 
positiva de la densidad electrónica que permiten describir el patrón de deslocalización del 
retinal en esa región para la rodopsina humana. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Isosuperficies de deformaciones positivas de la densidad electrónica (en rojo) para 
la región QM en hWT (modelo Rho1): a) nótese la representación del sistema π conjugado 
del cromóforo 11―cis―retinal embebido en el ambiente de la rodopsina de referencia (hWT); 
b) istmo de la deformación de la densidad electrónica en la región central del retinal; c) 
densidad electrónica del residuo contraión Glu113 que estabiliza la base de Schiff protonada.   
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Se puede apreciar que las isosuperficies calculadas (Figura 17) reflejan perturbaciones en el 
sistema π conjugado del retinal, el cual es resuelto por primera vez en este trabajo. Se repor-
ta que distorsiones geométricas en sitios específicos a lo largo de la cadena del retinal, debi-
do a influencias estéricas o electrostáticas, podrían perturbar la deslocalización de la carga en 
el cromóforo31,81. Tanto el enlace C5═C6 como la molécula de agua W6 aparecen implicados 
con el componente π conjugado del retinal en hWT (Figuras 17a y 17c). En la Figura 18, son 
mostradas el mismo tipo de isosuperficies usando el modelo Rho1 para las rodopsinas bWT y 
hWT. El sistema π conjugado del 11―cis―retinal es continuo en las rodopsinas WT. A pesar 
de las distorsiones conformacionales conocidas del retinal en el ambiente del SR, ambos 
modelos mostraron el componente π conjugado como una cinta continua a lo largo de la ca-
dena polieno del retinal desde el enlace C5═C6 hasta el átomo Nz de la base de Schiff (Figura 
18). Es importante notar que el valor de contorno (0,001 bohr–3) usado para esta representa-
ción también permite mostrar las deformaciones de la densidad electrónica relacionada con 
cada enlace σ en la estructura. En este caso, las acumulaciones de densidad electrónica 
aparecen con simetría casi cilíndrica y son perfectamente distinguibles de las nubes π del 
sistema.  
Se muestra un istmo de la densidad deformada que corresponde a un ligero estrechamiento 
de la nube π―conjugada en los enlaces C10―C11 y C14―C15 del retinal tanto de bWT como 
de hWT (Figuras 17b y 18). Los istmos significan una reducción de la acumulación de la car-
ga en las regiones central y de la base de Schiff del 11―cis―retinal cuando se compara con 
el resto de la nube π. Se ha documentado que la región central está fuertemente torcida en el 
11―cis―retinal de bWT con respecto al retinal al vacío193 que muestra corrimiento hacia el 
rojo espectral de las EVE con respecto al retinal dentro de proteínas retinales194-196. La 
distorsión geométrica de la región central del retinal en rodopsina bovina (bWT) ha sido 
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relacionada con la reacción de fotoisomerización en el enlace C11═C1221,189,191 y con la redis-
tribución de la densidad electrónica para la transición electrónica S1←S066.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Isosuperficies de las deformaciones positivas de la densidad electrónica de las 
regiones QM (izquierda) y espectros UV―Vis (derecha) calculados de (a) bWT y (b) hWT; 
modelo Rho1. El sistema electrónico π conjugado del 11―cis―retinal es continuo. 
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Un estudio previo sobre rodopsina bovina establece que las distorsiones del enlace simple 
C14―C15 podrían estar asociadas con la reducción de la conjugación electrónica (perturbación 
de la redistribución de la densidad electrónica)66. Por otro lado, la base de Schiff protonada es 
estabilizada por la influencia electrostática de la densidad electrónica del contraión Glu113197, 
la cual está significativamente implicada con la estructura electrónica del retinal; este hecho 
se hace notable a partir de las deformaciones computadas de la densidad (Figura 17c). El 
enlace C5═C6 aparece implicado dentro del sistema π conjugado al nivel de deformación 
computada en el 11―cis―retinal con la conformación 6―s―cis, como se describe antes. 
Aquí, nosotros encontramos que una nube π estaría más extendida que otra sobre ese doble 
enlace (Figuras 17b y 17c). Aunque, fue encontrado un cambio significativo de la ALE para 
ambos mutantes, sus distancias de enlace C5═C6 son similares a aquellas de los sistemas 
WT (1,35 Å para hWT, bWT y hS186W, y 1,36 Å para hM207R). Por lo tanto, se puede con-
cluir que la distancia de este doble enlace es menos sensible a las variaciones de la estructu-
ra electrónica en cromóforos retinales.  
Es posible también diferenciar las deformaciones de la densidad electrónica del 
11―cis―retinal relacionadas con el átomo de oxígeno de las moléculas de agua. Ambos 
sistemas WT muestran que la molécula de agua W6 comparte densidad electrónica con el 
sistema π conjugado del cromóforo alrededor del átomo C14 del retinal (Figuras 17a y 18). 
Este hecho, es consistente con estudios que sugieren una influencia crucial de moléculas de 
agua internas sobre las propiedades espectrales de la rodopsina81,198 y con la proximidad 
encontrada aquí entre el retinal y la molécula de agua W6 (las distancias promedio entre los 
átomos C14 del retinal y oxígeno de W6 son 3,39 ± 0,04 Å y 3,57 ± 0,02 Å para hWT y bWT, 
respectivamente). De forma similar, se representan las deformaciones positivas de la densi-
dad electrónica del 11―cis―retinal en los mutantes hM207R y hS186W (Figura 19).  
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Figura 19. Isosuperficies de las deformaciones positivas de la densidad electrónica de las 
regiones QM (izquierda) y espectros UV―Vis (derecha) calculados de (a) hM207R y (b) 
hS186W; modelo Rho1. El sistema electrónico π conjugado del 11―cis―retinal en ambos 
mutantes es discontinuo (a la izquierda). A la derecha, se observa el cambio espectral hacia 
el azul de la banda de absorción calculada previamente para cada mutante.  
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Cuando se comparan las isosuperficies de DDE calculadas en ambos mutantes con aquellas 
de las rodopsinas normales (Figuras 18 y 19), encontramos que la nube π de un lado del 
plano del cromóforo en hM207R está extendida como en los sistemas WT y un istmo más 
pronunciado aparece en torno al enlace simple C10―C11 del retinal. La isosuperficie de la 
densidad electrónica que representa al componente conjugado muestra una ruptura (disconti-
nuidad) a nivel del enlace C14―C15 sobre el otro lado del plano del retinal (Figura 19a). Esta 
ruptura en torno al extremo de la base de Schiff revela una reducción tanto de la extensión de 
la nube π como obviamente de la deslocalización de la carga del retinal. Consecuentemente, 
las propiedades de excitación electrónica de este cromóforo tienen que ser cambiadas y la 
predicción concuerda con el cambio espectral hacia el azul para este mutante (hM207R) con 
respecto a los sistemas WT (vide supra). Adicionalmente, la distancia promedio C14―OW6 es 
3,27 ± 0,03 Å en el mutante hM207R, la cual es similar a aquellas en los sistemas hWT y 
bWT. La molécula de agua W6 está también implicada con la nube π de un lado del cromófo-
ro (Figura 19a).  
En el mutante hS186W, se observa la ruptura más extensa de la isosuperficie que representa 
a la nube π conjugada en la región central del retinal sobre un lado del plano del cromóforo 
donde consecuentemente tiene lugar la mayor reducción de la extensión de dicha nube (Figu-
ra 19b). El acortamiento del sistema π conjugado en términos de las isosuperficies calculadas 
explica el mayor corrimiento espectral hacia el azul de hS186W, siendo el cambio más rele-
vante en las propiedades de excitación electrónica calculadas de los retinales dentro de las 
rodopsinas analizadas. Un istmo menos pronunciado persiste en el enlace C14―C15 con res-
pecto a la rodopsina de referencia hWT (Figura 19b). Obviamente, la discontinuidad de la 
isosuperficie de la densidad electrónica deformada en el enlace C10―C11 aparece como la 
perturbación del componente π conjugado más significativa relacionada con las propiedades 
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espectrales en el mutante hS186W. Por otro lado, no se muestra interacción entre la molécula 
de agua W6 y las nubes π conjugadas del retinal en hS186W debido a sus conformaciones 
espaciales que llevan a las mayores distancias promedio C14―OW6 (4,10 ± 0,05 Å). Las de-
formaciones de la densidad electrónica del residuo aminoacídico Glu113 y de la base de 
Schiff no aparecen relacionadas entre sí (Figura 19b), como es de esperar, debido a sus es-
tados de protonación y las distancias Glu113―base de Schiff que causan una ruptura del 
puente salino Glu113―BS (Tabla 2). 
La cuantificación de la perturbación en la densidad electrónica deformada es alcanzada apro-
piadamente a través del componente m = 0 del cuadrupolo, el cual puede describir las con-
tribuciones atómicas al sistema electrónico π conjugado en los enlaces C10―C11 y C14―C15. 
En la Tabla 6, se caracterizan los valores promedio del momento cuadrupolar m = 0 (l = 2) 
para el retinal de las rodopsinas del modelo Rho1. Los valores de m = 0 (l = 2) para los áto-
mos que corresponden al enlace C10―C11 en mutantes son más bajos que en ambas rodop-
sinas normales (WT). Este comportamiento concuerda con la descripción de la acumulación 
de carga calculada en la región central del retinal a partir de las isosuperficies de las defor-
maciones positivas de la densidad electrónica en rodopsinas WT y mutantes (Figuras 18 y 
19). Además, la reducción de los valores del componente del cuadrupolo está en total corres-
pondencia con la mayor torsión del ángulo diedro φC9═C10―C11═C12 encontrada cuando se 
va desde hWT hasta hM207R y hS186W (Tabla 6).  
Los valores más bajos del momento multipolar (m = 0, l = 2) fueron encontrados para el 
11―cis―retinal del sistema hS186W, el cual sufre la mayor torsión (aproximadamente 25˚ 
con respecto a los sistemas WT) en el enlace C10―C11 (Tabla 6). Consecuentemente, la dis-
torsión geométrica en el enlace C10―C11 aparece como un factor relevante que afecta las 
contribuciones atómicas al sistema electrónico π conjugado del retinal en estas rodopsinas 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
__________________________________________________________________________________ 
 
68 
 
mutantes (hM207R y hS186W) con respecto a hWT, en concordancia con el comportamiento 
de las isosuperficies calculadas para la densidad electrónica deformada (vide supra). 
Tabla 6. Momento multipolar (m = 0, l = 2) promedio de los átomos implicados con las defor-
maciones de la densidad electrónica en los enlaces C10―C11 y C14―C15. Ángulos diedros (φ) 
para los enlaces relacionados con las perturbaciones electrónicas. Estos valores promedio 
corresponden al estado no excitado del retinal dentro de la región QM de estructuras del mo-
delo Rho1 optimizadas a un nivel QM/MM. Los componentes del cuadrupolo están expresa-
dos en unidades atómicas (a.u.x) y los ángulos en grados.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
La perturbación más significativa de la densidad electrónica se muestra en el enlace C10―C11 
del retinal dentro de la rodopsina mutante hS186W. En este sistema, se calculó el corrimiento 
espectral hipsocrómico más intenso, de forma totalmente independiente (Tabla 4; Figura 15) 
de este modelo de cálculos (Tabla 6; Figuras 18 y 19). La Tabla 6 muestra los valores prome-
dio del momento multipolar de los átomos C14 y C15 que exhiben la ausencia de perturbación 
de las nubes π en el enlace C14―C15 del 11―cis―retinal del mutante hS186W con respecto 
a los sistemas WT. Lo anterior está de acuerdo con la alta planaridad, y con el comportamien-
to de la isosuperficie de la densidad electrónica deformada en este simple enlace del retinal 
en hS186W (Figura 19b).  
                                                            
x Del inglés Atomic Unit. 
Estructura C10 (m = 0, l = 2) C11 (m = 0, l = 2) φC9═C10―C11═C12 
bWT    1,273 ± 0,030(a)  0,922 ± 0,050 170,5 ± 1,4 
hWT 1,401 ± 0,044  1,077 ± 0,027 170,8 ± 0,8 
hM207R 1,245 ± 0,047  0,920 ± 0,018 160,4 ± 1,0 
hS186W 0,440 ± 0,163  0,762 ± 0,083 145,1 ± 6,9 
Estructura C14 (m = 0, l = 2) C15 (m = 0, l = 2) φC13═C14―C15═N 
bWT 1,723 ± 0,017  0,624 ± 0,022    175,6 ± 0,5 
hWT 1,617 ± 0,024  0,670 ± 0,013    173,3 ± 0,2 
hM207R 1,342 ± 0,070  0,532 ± 0,026    165,6 ± 0,8 
hS186W 1,786 ± 0,176  0,947 ± 0,038    176,1 ± 3,9 
(a) Media aritmética ± desviación típica.  
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En contraposición, la región cercana al extremo de la base de Schiff del 11―cis―retinal está 
significativamente afectada en hM207R. Se encontró una reducción notable de las contribu-
ciones atómicas a la deslocalización de la carga electrónica para los átomos C14 y C15 retinal. 
Estos hallazgos concuerdan con las representaciones de las nubes π conjugadas del cromó-
foro que muestran una ruptura de la densidad electrónica en el enlace C14―C15, una pertur-
bación que es encontrada solamente en este mutante (Figuras 18 y 19). Además, el ángulo 
diedro φC13═C14―C15═N muestra un cambio de aproximadamente 10˚ en el mutante 
hM207R, comparado con los sistemas restantes. Al valor de contorno usado aquí (0,001 
bohr–3), la pequeña extensión de la ruptura de la densidad electrónica en el enlace C14―C15 
corresponde con el grado de torsión del retinal en este enlace simple (Tabla 6; Figura 19a). 
Tanto la discontinuidad de la densidad electrónica en el enlace C14―C15 como el istmo cen-
tral más pronunciado explican la reducción de la extensión de la nube π conjugada del retinal 
en hM207R con respecto a las rodopsinas WT, y están de acuerdo con las propiedades es-
pectrales calculadas de este mutante.  
Por otro lado, los cálculos de las deformaciones de la densidad electrónica de las estructuras 
(región QM) de los modelos Retgas y Rho2 permiten una mejor comprensión sobre las causas 
de la perturbación del patrón de la deslocalización de la carga en retinales. Las representa-
ciones usando el modelo Retgas para los cálculos DAM muestran al sistema π conjugado del 
11―cis―retinal unido a parte del residuo aminoacídico Lys296 mediante la base de Schiff 
desprotonada (Figura 20). Se muestra un sistema π conjugado extensamente continuo y no 
perturbado a lo largo de la cadena poliénica del retinal mediante las isosuperficies calculadas 
en el modelo Retgas, similar a la descripción realizada para hWT (Figuras 17, 18b y 20). No 
obstante, los istmos de las deformaciones de la densidad electrónica del sistema 
11―cis―retinal―BSD―Lys296 (Retgas) no son notorios en los enlaces simples C10―C11 y 
C14―C15 del cromóforo 11―cis―retinal (Figura 20). Este sistema es la estructura más planar 
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en las regiones central y de la base de Schiff; sus ángulos diedros φC9═C10―C11═C12 y 
φC13═C14―C15═N muestran valores de 178,0 y 180,0˚, respectivamente. 
 
   
 
 
 
  
  
 
Figura 20. Isosuperficies de las deformaciones positivas de la densidad electrónica del 
sistema 11―cis―retinal―BSD―Lys296 y su representación estructural (modelo Retgas); se 
visualizan las isosuperficies en planos diferentes (a y b) del sistema π conjugado del retinal. 
La densidad electrónica no está perturbada en los enlaces simples C10―C11 y C14―C15.  
 
En adición, nuestros cálculos exhiben para el sistema Retgas el valor más bajo de ALE (0,22 
Å) y el estado singlete excitado de más baja energía (1,99 eV [622 nm]) en correspondencia 
con estudios experimentales y teóricos para el retinal en el vacío (610―635 nm)66,73,194-196. 
Las isosuperficies de la deformación de la densidad electrónica usando el modelo Rho2 en 
hWT, hM207R y hS186W son muy similares a aquellas obtenidas a partir del modelo Rho1 
(Figura 21). Sin embargo, el mutante hM207R (Rho2) no exhibe la discontinuidad particular 
de la nube π en el enlace C14―C15 del retinal como en el modelo Rho1 (Figuras 19a y 21b). 
La ausencia de esta perturbación de la densidad electrónica alrededor de la base de Schiff 
está relacionada con un ángulo diedro φC13═C14―C15═N más planar (178,5˚) en el mutante 
hM207R (Rho2). Por supuesto, las contribuciones de los átomos del retinal C14 (1,435 a.u.) y 
C15 (0,755 a.u.) a la deslocalización de la carga son mayores en hM207R de Rho2 que en 
hM207R del modelo Rho1 (Tabla 6). Aunque no existen perturbaciones de la densidad 
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electrónica alrededor del enlace C14―C15 en las estructuras del modelo Rho2, estas altera-
ciones persisten en las regiones centrales del retinal; aquí le prestamos especial atención a 
estas últimas. El istmo central de la deformación de la densidad electrónica permanece más 
pronunciado en el mutante hM207R que en hWT (Figuras 18b, 19a y 21b). Otra vez, la ruptu-
ra central extensa de la isosuperficie calculada corresponde al mutante hS186W (Figura 21c), 
aún cuando los efectos de polarización electrónica sobre el retinal debido a las sustituciones 
aminoacídicas no fueron considerados en este modelo (Rho2).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Isosuperficies de las deformaciones positivas de la densidad electrónica y 
representación estructural de la región QM en: a) hWT, b) hM207R y c) hS186W (modelo 
Rho2).  
 
En la Tabla 7 se muestran los momentos multipolares m = 0 (l = 2) de los átomos retinales en 
el modelo Rho2 que están implicados con perturbaciones significativas de la densidad 
electrónica deformada y encontradas en la región central del retinal para Rho1. La distorsión 
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geométrica central está relacionada con la reducción de la deslocalización de la carga en 
ambos mutantes, apareciendo esta mucho menos deslocalizada en el mutante hS186W 
(Rho2), el cual se muestra menos planar en la región central del retinal (Tabla 7; Figura 21). 
En el retinal, la torsión geométrica central se hace más relevante, así como la reducción de la 
deslocalización de la carga electrónica cuando se va desde las rodopsinas WT hacia los mu-
tantes hM207R y hS186W (Tablas 6 y 7; Figuras 18, 19, 20 y 21). Estos resultados están en 
total acuerdo con los cambios significativos de la ALE y el cambio espectral entre estos sis-
temas (vide supra); se conoce que tanto ALE como EVE son muy sensibles a los cambios de 
la deslocalización de la carga electrónica de los cromóforos13,75,97.   
Tabla 7. Momento multipolar (m = 0, l = 2) de los átomos implicados con la deformación de la 
densidad electrónica en el enlace C10―C11 del retinal. Ángulo diedro (φ) para el enlace rela-
cionado con la perturbación electrónica. Estos valores corresponden al estado no excitado del 
retinal optimizado a un nivel QM/MM usando el modelo Rho2. Los componentes del cuadru-
polo están expresados en unidades atómicas y el ángulo diedro en grados.  
 
Estructura C10 (m = 0, l = 2) C11 (m = 0, l = 2) φC9═C10―C11═C12 
hWT 1,291 0,830 170,3 
hM207R 1,215 0,732 160,1 
hS186W 0,687 0,872 153,3 
 
El método DAM permite describir ahora el patrón de deslocalización completo del retinal, 
incluso dentro del ambiente intra―molecular de la rodopsina. El análisis del sistema electró-
nico π conjugado del 11―cis―retinal por las deformaciones de la densidad electrónica junto 
con factores geométricos asociados con perturbaciones del ambiente de la opsina 
(identificados a priori por dicho análisis) proporciona un nuevo y útil enfoque para la 
comprensión de las propiedades ópticas de pigmentos visuales que porten como cromóforo al 
retinal.  
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3.4.1. Análisis de los ángulos de torsión geométrica central del retinal 
La torsión importante de la cadena polieno del retinal, como una consecuencia del ambiente 
de la rodopsina, está bien documentada por estudios espectroscópicos y de modelación mo-
lecular193. En la Tabla 8 se describen los ángulos de torsión geométrica ω1, ω2 y ω3 corres-
pondientes al estado no excitado de los retinales optimizados a un nivel QM/MM del modelo 
Rho1 (WT y mutantes). El ángulo ω1 es descrito entre los planos (ρ) formados por los átomos 
C6−C7═C8 (ρ1) y C14−C15═N (ρ2). Los ángulos de torsión ω2 y ω3 son descritos en la Figura 
22. Algunas aproximaciones teóricas han descrito la torsión del retinal en la rodopsina bovina 
usando el ángulo ω1, que muestra valores de 40,0˚ y 44,0˚ a partir tanto de estudios de MD 
clásica como combinada con el método QM/MM, respectivamente98. Estos valores concuer-
dan con los valores promedio de ω1 obtenidos para los sistemas bWT y hWT (Tabla 8). 
Tabla 8. Valores promedio de los ángulos de torsión ω1, ω2 y ω3 (en grados), los cuales co-
rresponden al estado no excitado del retinal de las estructuras optimizadas a un nivel QM/MM 
(modelo Rho1). Ver texto y Figura 22 para la descripción de los ángulos de torsión. 
 
 
  
 
 
 
Los valores de ω1 indican mayor torsión del retinal en ambos mutantes con respecto a las 
rodopsinas WT, siendo más torcido el cromóforo en el mutante hM207R (Tabla 8). Otras dis-
torsiones helicoidales, que llevan a la no planaridad en el retinal, han sido descritas a través 
del ángulo entre planos que contienen los átomos C7 y C10 del cromóforo para un plano, y C13 
y C15 para el otro, o usando el ángulo de torsión H―C10―C11― H193. Obviamente, el ángulo 
ω1 describe la torsión del cromóforo considerando ambos extremos del retinal, a diferencia de 
los ángulos ω2 y ω3 (Figura 22); por lo que, los valores de este ángulo (ω1) reflejan un retinal 
Estructura  ω1  ω2  ω3 
bWT    39,3 ± 0,5(a) 26,4 ± 1,8  7,8 ± 1,4 
hWT 40,1 ± 1,7 25,6 ± 0,5  8,1 ± 0,8 
hM207R 64,0 ± 1,5 29,4 ± 1,7 17,4 ± 1,0 
hS186W 49,3 ± 7,8 38,6 ± 6,4 33,1 ± 6,7 
(a) Media aritmética ± desviación típica. 
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más torcido en el mutante hM207R aunque no en su región central. Por otro lado, la menor 
torsión del ángulo diedro φC10―C11═C12―C13 que se calcula para los mutantes con respecto 
a WT resultaría en conformaciones no favorables para la reacción de fotoisomerización más 
que en un comportamiento espectral diferente.  
 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Diagrama de ángulos de torsión para el 11―cis―retinal; φ: ángulo diedro 
(C9═C10−C11═C12); ω2: ángulo de torsión entre los planos ρ3 (C8−C9═C10) y ρ4 
(C11═C12−C13); ω3: ángulo de torsión entre los planos ρ5 que contiene los átomos del enlace 
C9═C10 y el punto (xC9, yC9, 0) y ρ6 formado por los átomos del enlace C11═C12 y el tercer 
punto (xC12, yC12, 0).  
 
La discontinuidad de las isosuperficies calculadas para las deformaciones de la densidad 
electrónica sobre un lado del componente π conjugado del retinal (vide supra) sugiere explo-
rar distorsiones geométricas que llevan a la pérdida de la planaridad. Aunque aquí, ambas 
torsiones de la cadena poliénica en torno a las regiones centrales y de las bases de Schiff en 
los retinales han sido relacionadas con propiedades espectrales, la torsión central del retinal 
aparece como una evidente fuente común y muy importante de perturbación sobre el sistema 
π conjugado de todas las estructuras analizadas. Anteriormente, el ángulo diedro fue usado 
como una forma convencional para explorar la torsión helicoidal del retinal (Tablas 6 y 7; Fi-
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
__________________________________________________________________________________ 
 
75 
 
gura 22). En la Tabla 8, el ángulo ω2 de torsión helicoidal muestra valores más elevados para 
hM207R y hS186W que para las rodopsinas WT, siendo otra vez hS186W el sistema menos 
planar en el enlace simple C10―C11. El ángulo ω3 describe apropiadamente la forma arquea-
da del retinal en todos los sistemas, mostrando una molécula más curva en ambos mutantes 
con respecto a las rodopsinas normales. El 11―cis―retinal en el mutante hS186W es 
aproximadamente dos veces más arqueado que en el otro mutante en la región central del 
cromóforo (Tabla 8). Estas torsiones helicoidal y arqueada del 11―cis―retinal también 
conllevan a una distancia C10―C11 mayor en las estructuras que exhibieron menos planari-
dad, 1,44 Å (hM207R) y 1,45 Å (hS186W) en comparación con 1,43 Å en los sistemas con 
mayor planaridad (bWT y hWT) de este enlace.  
El ángulo φC9═C10―C11═C12 fue calculado en las estructuras de los modelos Rhon y Retgas 
para identificar su relación con la ALE. Esta dependencia fue explorada porque cuanto más 
decrecen los valores de φC9═C10―C11═C12 entre 90 y 180˚, mayor es la perturbación del 
sistema π conjugado del retinal en el enlace C10―C11 (Tablas 6 y 7; Figuras 18, 19, 20 y 21). 
Este hecho lleva a una reducción de la extensión de la nube π (deslocalización de la carga) y 
un incremento de la ALE. Por lo tanto, la torsión del retinal en el enlace C10―C11 puede ser 
un factor relevante para los mecanismos de ajuste espectral. Se muestra la asociación entre 
los valores de ALE (en angstroms) y de φC9═C10―C11═C12 (en grados) usando tanto una 
descripción lineal como cuadrática (Figura 23). Se describe así un grado de dependencia 
directa entre los valores de ALE y la pérdida de planaridad (valores de φC9═C10―C11═C12 
alejados de 180 ó 0˚). Las relaciones lineal y cuadrática muestran valores muy similares de 
R2 y rmsd (Figura 23). La función cuadrática describe la predicción de los valores de ALE con 
mayor significado físico que la función lineal (Figura 23). Un conjunto de datos más extenso 
que incluya valores de φC9═C10―C11═C12 en el rango desde 0 a 90˚ mejoraría los paráme-
tros de ajuste de la función polinómica. Esta relación geométrica (ALE vs 
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φC9═C10―C11═C12) es consistente con el vínculo conocido entre torsiones helicoidales en la 
estructura del cromóforo y cambios en su estructura electrónica31,81,84, lo cual puede regular la 
longitud de onda a la que absorbe el retinal de pigmentos visuales81,82,84.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Alternancia de longitud de enlace vs φC9═C10―C11═C12. La intercalación expan-
de la región del ángulo φ desde 120 a 180˚. 
 
Recientes estudios manifiestan que ciertos cambios en la red de puentes de hidrógeno tam-
bién pueden regular los espectros de absorción en proteínas retinales30,97,199. En el presente 
trabajo, mostramos que la mayor perturbación de la red de puentes de hidrógeno tuvo lugar 
en los sistemas con mayores valores de EVE. Por ello es esperable que en estos cambien las 
propiedades espectrales. No obstante, este mecanismo puede ser reducido a alteraciones de 
la interacción entre el cromóforo y los residuos aminoacídicos alrededor de este, siendo la 
perturbación en la red de puentes de hidrógeno una base química consistente para la deses-
tabilización del núcleo proteínico en rodopsinas como muestran nuestros resultados, y un 
estudio experimental reciente39. Adicionalmente, es razonable enunciar que ciertas sustitucio-
nes de residuos de aminoácidos ubicados lejos del cromóforo podrían también llevar a una 
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reorganización estructural significativa de la rodopsina y a distorsiones del retinal debido a 
interacciones estéricas. Lo anterior tiene posibles implicaciones para el ajuste espectral y 
evidencia la importancia de otros factores en adición a los efectos electrostáticos.  
3.5. Relación entre la alternancia de longitud de enlace y la energía vertical de excita-
ción 
El vínculo tentativo y esperable entre la torsión del retinal y las EVE sugiere la necesidad de 
explorar también la relación EVE (energía del estado singlete excitado S1) vs ALE usando 
valores del mismo conjunto de datos (modelos Rhon y Retgas), sobre todo por lo que ello sig-
nifica para confirmar explicaciones intuitivas de estas relaciones. Varios estudios teóricos han 
documentado una relación lineal entre la energía del estado S1 y la ALE para el amplio rango 
UV―Vis de algunos sistemas y particularmente para el 11―cis―retinal13,79,144,200,201. Una 
función lineal y otra polinómica de segundo orden (cuadrática) representan dos relaciones 
entre los valores de EVE (en electronvoltios) y ALE (en angstroms), usando todos los 
modelos (Figura 24).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Energías verticales de excitación vs alternancia de longitud de enlace. La interca-
lación expande la región de alternancia de longitud de enlace desde 0,20 a 0,80 Å. 
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La función cuadrática muestra un valor de R2 mayor y de rmsd aproximadamente dos veces 
menor con respecto a cada parámetro (R2 o rmsd) correspondiente a la función lineal (Figura 
24). Además, la función polinómica muestra el comportamiento espectral del polieno retinal 
como función de la ALE y describe muy bien el rango de EVE desde 1,97 a 3,54 eV en pro-
teínas retinales13,201. Esta función cuadrática predice apropiadamente EVE entre 1,88 y 2,02 
eV (613―659 nm). Estos valores son cercanos a aquellos entre 610 y 635 nm reportados 
para el retinal en el vacío66,73,194. Esta predicción de la función no lineal para el retinal al vacío 
es realizada con los valores de ALE en el rango de 0,19―0,26 Å, reportados en otros estu-
dios relacionados con el retinal o sus análogos en la fase gas66; en lugar del valor de ALE 
calculado para la estructura del modelo Retgas (0,22 Å) e incluido en ese rango. No existen 
contradicciones entre la predicción de la función cuadrática para los valores de EVE del reti-
nal en el vacío y el experimento que afirma un pico máximo de absorción a 610 nm para la 
forma 6―s―trans del retinal en ese medio195. La función no lineal describe la dependencia 
entre los valores de EVE y ALE en lugar de EVE vs conformación 6―s―cis del retinal. 
Quizás, la conformación 6―s―trans del retinal que aparece absorbiendo en 610 nm podría 
tener un valor de ALE cercano al calculado para el retinal en la estructura del modelo Retgas 
que lo hace a 622 nm. Se conoce que la conformación 6―s―cis influye en las EVE31,66,84,195, 
afectando la deslocalización de la carga o la ALE. Esta última propiedad es sensible no solo a 
los cambios en la conformación 6―s―cis sino también a otros factores que afectan el siste-
ma π conjugado30.  
La imposición de un valor de ALE en el retinal de 1,01 Å que corresponde con un polieno no 
conjugado hipotético lleva a una predicción de la EVE de 6,45 eV (λmáx = 192 nm) a partir de 
la función cuadrática en concordancia con los valores experimentales de 6,60―7,30 eV 
(170―188 nm) para espectros de absorción de hidrocarburos no conjugados insaturados202. 
Por otro lado, la función cuadrática predice un valor de EVE de 1,71 eV (λmáx = 725 nm) para 
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un sistema polieno hipotético completamente conjugado (ALE = 0 Å, similar a cianinas84), 
consistentemente con la predicción del límite hacia el infinito para polienos realizada por ex-
trapolación en estudios espectrales sobre polienos oligoméricos, muy similares a polienos 
simples y carotenoides203. Por lo antes dicho, la nueva generalización mediante la función no 
lineal sugiere que el espectro del retinal tiene características intermedias entre los espectros 
de polienos no conjugados y las cianinas. Lo anterior es consistente con una propuesta previa 
para comprender la banda de absorción principal de pigmentos visuales en términos del com-
portamiento espectral de polienos y cianinas típicas84. Además, estos hallazgos invitan a rea-
lizar nuevos estudios que enriquezcan el conjunto de datos con modelos de polienos distintos 
al retinal y así incrementar los valores de EVE y ALE con vista a explorar el tipo de relación 
no lineal encontrada en este trabajo para todos los polienos.  
3.6. Consecuencias potenciales del exceso de energía en rodopsinas 
Una vía habitual para generar oxígeno singlete (1O2) es por medio de la fotosensibilización108, 
y a nuestro juicio, en el tejido retiniano están garantizados todos los elementos necesarios 
para esta reacción4. Hasta ahora, no se ha identificado sin ambigüedad, el cromóforo princi-
pal relacionado con la oxidación fotosensibilizada inicial asociada al daño tipo Noell inducido 
por la luz en la retina. Sin embargo, los complejos 11―cis―retinal―opsina (pigmentos visua-
les) son a todas luces candidatos razonables para estar relacionados con este daño fotoquí-
mico retiniano de clase I. Esto sería debido a que en ellos está el escenario principal de los 
procesos fotofísicos y fotoquímicos de este sistema por la alta concentración en los fotorecep-
tores y la coincidencia entre la absorción de los fotopigmentos y el espectro de acción del 
daño tipo Noell5,107,120,127.  
Los cálculos a un nivel QM/MM sobre la rodopsina nos permite establecer comparativamente 
importantes valores promedio de propiedades estimadas: la diferencia de energía entre los 
estados excitados S1 y T1 (ΔES1―T1), la energía del primer estado excitado triplete (ET1) y el 
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potencial de ionización (PIaprox) del estado excitado T1 para cada región QM, considerando el 
ambiente proteínico restante. Las evidencias disponibles sobre la rodopsina no la implican en 
reacciones de fotosensibilización, sin embargo los cálculos al nivel QM/MM muestran que los 
valores de ΔES1―T1 y ET1 incluso en las rodopsinas normales (WT) son mayores que 94 kJ/mol 
(Tabla 9). Por lo tanto, tales valores superan la energía necesaria para excitar el oxígeno 
molecular a su primer estado excitado, el 1O2115,204.  
Tabla 9. Diferencias de energía (ΔE) calculadas entre estados de la región QM para cada 
sistema. Los valores de energía están expresados en kJ/mol.  
 
 
 
 
 
 
No obstante, la generación fotosensibilizada de oxígeno singlete por interacción y desactiva-
ción del estado S1 con el oxígeno molecular (3O2)114,115,204, a pesar de ΔES1―T1 > 130 kJ/mol,  
es poco probable debido a que los tiempos de vida de los estados S1 son desfavorables para 
que la energía se emplee en una transferencia hacia una molécula externa, aun siendo tan 
simple y ubicua como el 3O2. Este proceso se dificulta cuando tiene que competir con una 
rápida reacción de isomerización 11―cis/all―trans en el estado S1 o un cruzamiento entre 
sistemas (ISCy; “S1→T1” del retinal)189,191,205,206, que son procesos intra―moleculares aunque 
estén desfavorecidos por la paridad de spin electrónico.  
Los excesos mínimos de energía en bWT y hWT son 100,6 y 95,1 kJ/mol respectivamente, 
los cuales son obtenidos a partir de la diferencia entre ΔES1―S0 calculada (energía absorbida, 
EVE) de cada rodopsina WT (Tabla 9) y el máximo de energía almacenada (EAmáx) reportada 
                                                            
y Del inglés Intersystem Crossing. 
Estructura ΔES1―T1 ΔET1―S0* ΔES1―S0 
bWT    138,8 ± 2,6(a)    108,2 ± 0,9(a)        247,0 ± 3,3(a),(b) 
hWT 133,7 ± 4,9 107,7 ± 1,4 241,5 ± 4,7 
hM207R 171,5 ± 3,2 110,7 ± 1,9 282,2 ± 1,3 
hS186W 178,2 ± 7,5 116,0 ± 7,5 294,3 ± 2,5 
(a) Media aritmética ± desviación típica. 
(b) Valor experimental: 240,2 kJ/mol145,189. 
*ET1. 
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en el compuesto intermedio batorodopsina (146,4 kJ/mol)73,189. Otra vez, nuestros cálculos 
muestran que existe suficiente energía (EVE − EAmáx > 94 kJ/mol) disponible en el núcleo 
proteínico de ambas rodopsinas WT para excitar el estado base (triplete no excitado) del oxí-
geno molecular (O2) a la especie reactiva 1O2. 
Los estados T1 de bWT y hWT muestran energías suficientes (ET1 ≥ 94―95 kJ/mol112,115,204) 
para permitir una transferencia de energía electrónica hacia el estado base del oxígeno mole-
cular (Tabla 9). Por lo tanto, la reacción fotosensibilizada en el sitio de unión del retinal de 
ambas rodopsinas WT debe ser tenida en cuenta desde el punto de vista energético y en este 
caso el tiempo de vida del triplete que se produce, así como la afinidad en la multiplicidad de 
spin pueden ser un factor importante en la producción de 1O2 a partir del triplete 3O2 base. 
Clásicamente, puesto que los orbitales frontera están ubicados sobre el 11―cis―retinal co-
mo es mostrado aquí (Figura 14) y documentado para la rodopsina bovina36,66,201, asumimos 
que este cromóforo embebido en las opsinas es el residuo responsable que absorbe luz para 
acciones fotosensibilizadoras potenciales dentro de la región QM en los sistemas analizados 
(bWT, hWT, hM207R y hS186W).  
La esfera de actividad intracelular del oxígeno singlete a partir de su punto de producción, con 
un radio mínimo de 100 Å115,204,207,208, hace totalmente posible la interacción de esta especie 
reactiva del oxígeno con residuos aminoacídicos cerca del 11―cis―retinal o distantes del SR 
(Figura 25). El tiempo de vida corto del retinal excitado debido a la rápida reacción de fotoi-
somerización y la desactivación a través del proceso de conversión interna (ICz)209 han sido 
argumentados para descartar la extinción de los estados excitados del retinal por interacción 
con el oxígeno molecular103. Sin embargo, se ha demostrado recientemente que el proceso 
de IC puede resultar en generación de oxígeno singlete en algunas moléculas114,115,204. Por 
                                                            
z Del inglés Internal Conversion.  
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otro lado, la configuración electrónica nπ*, la agregación y la polaridad pueden acortar el 
tiempo de vida del estado T1 del fotosensibilizador108. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Reacción de fotosensibilización propuesta en el sitio de unión del retinal: a) bWT; 
b) hWT; y c) mutante hM207R. Se resalta la región QM que incluye al sistema 
11―cis―retinal―parte del residuo Lys296, parte del residuo Glu113 y dos moléculas de 
agua (W6 y W8) para todos los sistemas calculados. La notación para los residuos es la 
usada en el fichero 1U19.pdb15,68. Se muestra los sitios de la hipotética formación de oxígeno 
singlete para representar la posible fotosensibilización.  
 
Por lo tanto y en los sistemas analizados aquí, se podría esperar un apropiado tiempo de vida 
del estado T1 para su apagamiento por 3O2 debido a las transiciones ππ* del 11―cis―retinal 
descritas antes, la neutralidad del SR también descrita para rodopsina bovina193 y un aislado 
11―cis―retinal unido covalentemente al residuo Lys296 en todos los sistemas como es des-
crito para el sistema bovino42. En adición, la reacción fotosensibilizadora pro―oxidante indu-
cida por la luz visible no es un fenómeno improbable en el estado no excitado de la rodopsina 
debido a: (i) la absorción intensa de luz alrededor de 500 nm42,65; (ii) la alta tensión de oxíge-
no molecular en la retina4,103,121,210; (iii) los estados excitados singlete y triplete, y el proceso 
ISC descritos para el retinal189,191,205,206; (iv) la difusión documentada de oxígeno molecular y 
su sensibilización a través de matrices polipeptídicas211,212; (v) el estrés oxidativo inducido por 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
__________________________________________________________________________________ 
 
83 
 
la luz reportado en la retina213-216; y (vi) la extinción del estado excitado triplete del 
11―cis―retinal a causa de su interacción con el oxígeno molecular en soluciones oxigena-
das, rindiendo 1O2 eficientemente205. La implicación de los cromóforos all―trans―retinal y 
all―trans―retinol como moléculas fotosensibilizadoras para causar el daño oxidativo inicial 
en retina está aún en debate5,103. En personas longevas, el fotosensibilizador all―trans―reti-
nal puede ser completamente descartado para este tipo de daño fotoquímico en la retina por-
que su espectro de absorción máximo está por debajo de 450 nm, lo cual es el límite inferior 
de longitud de onda para el cristalino envejecido5.  
Las defensas antioxidantes eficientes en el sistema ocular retardan, bajo condiciones norma-
les, el daño oxidativo inducido por la luz4,217. Por lo tanto, la acción pro―oxidante potencial de 
pigmentos visuales normales pudiera ser atenuada o neutralizada. No obstante, este no es 
probablemente el caso en escenarios patológicos. Aún si se analiza, por ejemplo, el sistema 
con menos absorción de energía entre los mutantes y que porta como los sistemas WT una 
BSP, hM207R (Tabla 4; Figura 15), se puede apreciar que los cambios causados por la susti-
tución aminoacídica anormal influyen en variables físico―químicas que podrían favorecer la 
reacción de fotosensibilización en este mutante.  
En hM207R, el voluminoso grupo guanidino (cargado positivamente) del residuo aminoacídico 
Arg207 aparece orientado hacia el anillo β―ionona del retinal a un valor promedio, similar a 
las distancias de puentes de hidrógeno, de 2,3 Å (Figura 25c). Este grupo de Arg207 puede 
inducir significativos cambios conformacionales y electrónicos en la cadena poliénica del reti-
nal embebido en las opsinas afectadas y también afectar sus propiedades espectrales (Ta-
blas 3, 4, 6 y 8; Figuras 11, 12, 15 y 19). Además, se han sugerido efectos de polarización 
electrónica por grupos cargados cerca del anillo β―ionona del retinal13, lo cual puede alterar 
la estructura electrónica e importantes propiedades físico―químicas del cromóforo. La alta 
susceptibilidad al ambiente que se ha reportado para la producción de oxígeno singlete me-
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
__________________________________________________________________________________ 
 
84 
 
diante un proceso de fotosensibilización218 invita a explorar la influencia de sustituciones ami-
noacídicas como M207R sobre las potencialidades fotosensitivas de la rodopsina. 
Aun cuando, las consecuencias energéticas sobre la reacción de fotoisomerización no apare-
cieron dependiendo significativamente del ángulo diedro φC10―C11═C12―C13 del retinal que 
está menos pre―torcido en hM207R (Tabla 3), su ángulo diedro φC9═C10―C11═C12 es más 
torcido que en las rodopsinas WT (Tabla 6) y la red de puentes de hidrógeno está significati-
vamente perturbada (Figuras 8 y 9; Tabla 2), lo cual también puede afectar la reacción de 
fotoisomerización39,219. El rendimiento cuántico de la isomerización cis―trans no se incre-
mentará por la magnitud del cambio espectral promedio hacia el azul calculado en este traba-
jo para hM207R (424 nm vs 496 nm en hWT), debido a que la dependencia de la eficiencia de 
esta reacción con la longitud de onda no tiene lugar cuando el cambio hacia el azul está por 
debajo de 500 nm209.  
Como se menciona antes, el exceso de energía en mutantes pudiera llevar a reacciones cola-
terales dañinas por no compensarse adecuadamente mediante otros procesos tal y como 
debe ocurrir en las rodopsinas normales, aún teniendo estas rodopsinas mutantes una endo-
termicidad similar a las WT en sus intermediarios batorodopsinas. Bajo esta suposición, el 
exceso de energía mínimo (EVE − EAmáx) de 135,8 kJ/mol en el mutante hM207R es mayor 
que en las rodopsinas normales.  
En hM207R, el estado T1 es óptimo desde el punto de vista energético (ET1 > 95 kJ/mol) para 
ser extinguido por su interacción con el 3O2 y generar 1O2 (Tabla 9). En el mutante hS186W, 
existen condiciones energéticas y conformacionales (Tablas 2, 3, 6 y 9; Figuras 8 y 9) como 
en el mutante hM207R, lo cual permite también plantear para el primero (hS186W) y bajo el 
mismo razonamiento, potencialidades para la fotosensibilización. Sin embargo, el valor pro-
medio calculado del PIaprox para el estado T1 de la región QM fue más elevado en el mutante 
hM207R al compararse con las demás rodopsinas analizadas (Tabla 10). La ubicación de los 
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orbitales frontera sobre el 11―cis―retinal (Figura 14) y el comportamiento de los valores del 
PIaprox calculados apuntan a cambios en las propiedades redox del cromóforo debido a la 
sustitución aminoacídica M207R.  
Tabla 10. Potencial de ionización (PIaprox) calculado a partir de los valores negativos de la 
energía del HOMO para el estado excitado T1. Los valores se expresan en electronvoltios.   
 
 
 
 
 
 
 
 
Una aproximación apropiada al comportamiento del potencial de oxidación (Eox) puede ser 
obtenida a partir de valores del potencial de ionización para propósitos comparativos porque 
existe una dependencia directa entre estas propiedades. Por lo tanto en este mutante 
(hM207R), se podría esperar una mayor eficiencia para generar oxígeno singlete (S∆) durante 
la extinción del estado T1 por su interacción con O2 con respecto a los sistemas normales a 
causa del PIaprox elevado (mayor Eox). Un incremento del Eox lleva sistemáticamente a un in-
cremento de S∆ del estado excitado T1108. Por lo antes dicho, el 11―cis―retinal en la opsina 
del mutante hM207R sería un peor extinguidor del oxígeno singlete, teniendo en cuenta que 
la desactivación de 1O2 es incrementada cuando comparativamente el potencial de oxidación 
es más bajo114. Se debe tener en cuenta que en este mutante la reacción de fotosensibiliza-
ción puede ser favorecida también porque la fotoisomerización podría no ocurrir apropiada-
mente (vide supra) para disipar mediante trabajo químico la parte correspondiente de la 
energía absorbida en la región QM.  
Por otro lado, no se ha reportado la influencia del estado de protonación de la base de Schiff 
sobre la actividad fotosensibilizadora del retinal aunque la protonación de grupos aminas 
funcionales en fotosensibilizadores disminuye el rendimiento para la generación de oxígeno 
Estructura PIT1aprox 
bWT    4,9 ± 0,2(a) 
hWT 4,6 ± 0,2 
hM207R 5,5 ± 0,1 
hS186W 4,8 ± 0,1 
(a) Media aritmética ± desviación típica. 
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singlete218. Además, una BSD lleva a un fuerte cambio espectral hacia el azul42 por tanto, no 
hay razón para descartar una actividad pro―oxidante en hM207R debido a cambios en el 
estado de protonación de la BSP previamente calculada (Tabla 5).  
El envejecimiento puede disminuir gradualmente la cantidad de luz visible con longitud de 
onda corta que impacta la retina103 (el límite de longitud de onda del cristalino para el paso de 
luz en personas longevas ha sido reportado en 450 nm5). No obstante, el máximo de 
absorción de luz promedio calculado (420 nm) para la rodopsina mutante hM207R sobrepasa 
el límite de transmisión de longitudes de onda de los cristalinos en primates jóvenes que es 
320 y 365―400 nm para edades por debajo y por encima de 22 años, 
respectivamente103,107,118. Obviamente, la luz azul que absorbe la rodopsina mutante hM207R 
puede alcanzar plenamente a las retinas de humanos jóvenes afectados genéticamente por la 
mutación. Además, la tensión de oxígeno molecular puede ser dramáticamente alta durante la 
vida neonatal debido a un flujo sanguíneo no regulado4 y progresivamente incrementada 
debido a la muerte de fotoreceptores que ocurre en la RP6,220. Estos hechos pueden conducir 
a mejores condiciones pro―oxidantes en la retina afectada por este tipo de RP. El daño 
oxidativo inducido por la luz puede afectar proteínas y lípidos en el tejido retiniano8; 
curiosamente, la rodopsina está embebida en una membrana compuesta por lípidos 
insaturados158.  
A partir de nuestros hallazgos inclusive en el mutante con menor absorción de energía, es 
razonable conjeturar desde el punto de vista energético que la fotosensibilización en el SR del 
mutante hM207R daría origen a un daño fotoquímico incrementado en la retina desde los 
primeros años de vida por predisposición genética. Como se menciona antes, en el tejido 
retiniano y en la molécula de rodopsina están disponibles todos los requerimientos para una 
destructiva reacción colateral fotosensibilizadora. Esta reacción, se potenciaría sistemática-
mente por mutaciones causantes de una mayor absorción de energía en rodopsinas por en-
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cima de la capacidad seleccionada naturalmente para ser disipada o atenuada. Particular-
mente en este mutante hM207R, no solo se observan cambios conformacionales y energéti-
cos sino también redox que tentativamente sugieren una potencial actividad fotosensibilizado-
ra desequilibrada por el retinal ubicado en el núcleo de la rodopsina (Tablas 6, 8, 9 y 10). 
Consecuentemente, la generación de oxígeno singlete por fotosensibilización en rodopsinas 
mutantes pudiera extenderse no solo al resto de la proteína sino también a su membrana 
huésped y llevar al daño oxidativo vinculado a la apoptosis del fotoreceptor en la retina afec-
tada por estas variantes de RP. Estos resultados establecen una nueva pregunta que puede 
ser relevante para comprender mecanismos moleculares en la patogenia de distrofias retinia-
nas y del daño fotoquímico en la retina. También esta propuesta pudiera ayudar a orientar 
estrategias médicas futuras que tengan en cuenta los efectos de una mutación más allá de 
las consecuencias sobre la estabilidad de la rodopsina. Tales estrategias implicarían, por 
ejemplo: (i) realizar un diagnóstico molecular oportuno; (ii) evitar o reducir el impacto sobre la 
retina de radiación con longitud de onda no apropiada; y (iii) asumir estilos de vida y terapias 
de forma personalizada que con énfasis eviten o reduzcan situaciones pro―oxidantes y favo-
rezcan las condiciones antioxidantes adecuadas desde edades tempranas. 
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CONCLUSIONES 
La nueva combinación de métodos teórico―computacionales de última generación usada por 
primera vez para contribuir a explicar consecuencias al nivel molecular de mutaciones sobre 
la rodopsina humana y causantes de Retinosis Pigmentaria permite concluir que: 
1. La metodología de modelación molecular implementada resultó ser confiable para resol-
ver las estructuras tridimensionales, predecir propiedades físico–químicas de rodopsinas 
humanas y facilitar la descripción de características importantes del sistema electrónico π 
conjugado del retinal. Los resultados obtenidos en las predicciones espectrales y algunas 
otras propiedades para las rodopsinas bovina y humana están en muy buena correspon-
dencia con los datos experimentales disponibles, lo que aumenta la efectividad predictiva 
de los métodos y modelos nanoscópicos utilizados para sistemas muy complejos y com-
pletos. 
2. Las sustituciones aminoacídicas M207R y S186W aparecen perturbando la red de puen-
tes de hidrógeno en el núcleo proteínico, así como desviando la conformación del 
11―cis―retinal y disminuyendo la deslocalización de la carga en este cromóforo. Esto 
conduciría a una desestabilización estructural y afectación de la eficiencia en la reacción 
de fotoisomerización subsecuente a la excitación, así como que refleja una perturbación 
de la estructura electrónica del cromóforo 11―cis―retinal unido a la opsina de las rodop-
sinas mutantes.  
3. Se calculó un corrimiento espectral hipsocrómico con respecto a la referencia normal de 
las rodopsinas con las sustituciones M207R y S186W, lo que puede causar un exceso de 
energía absorbida. Las distorsiones geométricas que aparecen en las regiones central y 
de la base de Schiff del retinal, las influencias electrostáticas sobre el cromóforo y el es-
tado de protonación de dicha base pueden ser los factores más relevantes para el cambio 
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espectral. El cambio espectral más relevante hacia el azul apareció en el mutante porta-
dor de la sustitución S186W. 
4. Los indicios calculados para los procesos fotofísicos en la rodopsina normal permiten su-
poner potencialidades energéticas para una reacción de fotosensibilización que pueda 
conducir a especies reactivas del oxígeno molecular, como es el caso de su estado sin-
glete de menor energía. Los cambios conformacionales, energéticos y redox en el retinal 
de la rodopsina con la sustitución M207R harían más probable la generación fotosensibili-
zada de oxígeno singlete en el núcleo proteínico.  
5. El cálculo de las deformaciones de la densidad electrónica proporcionó una detallada 
descripción del sistema electrónico π conjugado del retinal. Las perturbaciones del com-
ponente π conjugado en mutantes permitieron detectar a priori distorsiones geométricas 
relevantes, explicar el comportamiento de propiedades espectrales y revelar la distorsión 
geométrica central en el cromóforo como un factor común e importante para los meca-
nismos de ajuste espectral de pigmentos visuales. 
6. Se encontró una descripción robusta mediante una función no lineal para la dependencia 
directa entre las energías verticales de excitación y la alternancia de longitud de enlace 
en el retinal que tiene un posible valor práctico para la predicción del color de los pigmen-
tos visuales.  
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 RECOMENDACIONES 
1. La metodología implementada en este trabajo puede ser recomendada con fines explica-
tivos y predictivos en el sistema rodopsina para estudiar el proceso de la visión, efectos 
de mutaciones y apoyar el diseño de proteínas fotosensitivas. 
2. Se debe explorar, teórica y experimentalmente, el nuevo replanteamiento que establece 
esta investigación sobre la potencial actividad fotosensibilizadora del retinal en rodopsinas 
normales y mutantes. En este sentido, nuevas evidencias permitirían identificar vínculos 
directos entre efectos de la luz en rodopsinas y la apoptosis de células en retina. Conse-
cuentemente, esto contribuiría a la comprensión de los mecanismos moleculares relacio-
nados con el daño retiniano causado por la luz, con o sin predisposición genética. 
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Rodopsina Posición
Homo sapiens M N G T E G P N F Y V P F S N A T G V V R S P F E Y P Q Y Y L A E P W Q F S M L A A Y M F L L I V L 50
Bos taurus M N G T E G P N F Y V P F S N K T G V V R S P F E A P Q Y Y L A E P W Q F S M L A A Y M F L L I M L 50
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * : *
Homo sapiens G F P I N F L T L Y V T V Q H K K L R T P L N Y I L L N L A V A D L F M V L G G F T S T L Y T S L H 100
Bos taurus G F P I N F L T L Y V T V Q H K K L R T P L N Y I L L N L A V A D L F M V F G G F T T T L Y T S L H 100
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * : * * * * : * * * * * * *
Homo sapiens G Y F V F G P T G C N L E G F F A T L G G E I A L W S L V V L A I E R Y V V V C K P M S N F R F G E 150
Bos taurus G Y F V F G P T G C N L E G F F A T L G G E I A L W S L V V L A I E R Y V V V C K P M S N F R F G E 150
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
Homo sapiens N H A I M G V A F T W V M A L A C A A P P L A G W S R Y I P E G L Q C S C G I D Y Y T L K P E V N N 200
Bos taurus N H A I M G V A F T W V M A L A C A A P P L V G W S R Y I P E G M Q C S C G I D Y Y T P H E E T N N 200
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * . * * * * * * * * * : * * * * * * * * * * : * . * *
Homo sapiens E S F V I Y M F V V H F T I P M I I I F F C Y G Q L V F T V K E A A A Q Q Q E S A T T Q K A E K E V 250
Bos taurus E S F V I Y M F V V H F I I P L I V I F F C Y G Q L V F T V K E A A A Q Q Q E S A T T Q K A E K E V 250
* * * * * * * * * * * * * * : * : * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
Homo sapiens T R M V I I M V I A F L I C W V P Y A S V A F Y I F T H Q G S N F G P I F M T I P A F F A K S A A I 300
Bos taurus T R M V I I M V I A F L I C W L P Y A G V A F Y I F T H Q G S D F G P I F M T I P A F F A K T S A V 300
* * * * * * * * * * * * * * * : * * * . * * * * * * * * * * * : * * * * * * * * * * * * * * : : * :
Homo sapiens Y N P V I Y I M M N K Q F R N C M L T T I C C G K N P L G D D E A S A T V S K T E T S Q V A P A 348
Bos taurus Y N P V I Y I M M N K Q F R N C M V T T L C C G K N P L G D D E A S T T V S K T E T S Q V A P A 348
* * * * * * * * * * * * * * * * * : * * : * * * * * * * * * * * * * : * * * * * * * * * * * * *
Secuencia aminoacídica
ANEXOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura A1. Alineamiento de la secuencia de la rodopsina del humano (Homo Sapiens) con 
aquella del sistema bovino (Bos Taurus) de partida. Se resaltan en gris y con asteriscos (*) 
los residuos aminoacídicos idénticos entre secuencias. El valor de identidad de secuencia fue 
de 93,4 % entre las estructuras primarias con una extensión de 348 residuos aminoacídicos 
representados mediante el código de una letra para cada rodopsina. 
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Figura A2. Superposición de las regiones QM de las rodopsinas (a) bWT; (b) hWT; (c) 
hM207R; y (d) hS186W a partir de cuatro estructuras de cada sistema. Modelo Rho1: proteína 
explícita en ambiente acuoso, la región QM incluye 11―cis―retinal, parte de los residuos 
aminoacídicos Lys296 y Glu113, y dos moléculas de agua (W6 y W8). 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura A3. Regiones QM de las rodopsinas (a) hWT; (b) hM207R; y (c) hS186W a partir de 
una estructura de cada sistema. Modelo Rho2: la región QM solamente contiene 
11―cis―retinal y parte de Lys296. Todas las cargas puntuales MM son ajustadas a cero 
excepto aquellas del residuo aminoacídico Glu113. 
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Figura A4. Superposición de las regiones QM de las rodopsinas (a) bWT; (b) hWT; y (c) 
hS186W a partir de tres estructuras de cada sistema. Modelo Rho3: proteína en una bicapa 
lipídica solvatada de palmitoil―oleoil―fosfatidil―colina, se usó la misma región QM como en 
Rho1. Estas estructuras fueron obtenidas a partir de simulaciones sin restricciones usadas 
para identificar grandes desviaciones estructurales de las rodopsinas con respecto a la 
estructura cristal.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura A5. Regiones QM de las rodopsinas (a) hWT; (b) hM207R; y (c) hS186W a partir de 
una estructura de cada sistema. Modelo Rho4: se usa el modelo Rho1 pero excluyendo al 
residuo Glu113 (contraión) y a las moléculas de agua de la región QM. 
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Figura A6. Regiones QM de las rodopsinas (a) hWT; (b) hM207R; y (c) hS186W a partir de 
una estructura de cada sistema. Modelo Rho5: se usa el modelo Rho1 pero la región QM 
solamente contiene 11―cis―retinal y parte de Lys296. Todas las cargas puntuales MM son 
retenidas excepto aquellas del residuo aminoacídico Glu113. 
 
 
 
 
Figura A7. Región QM de la rodopsina hS186W para el modelo Rho6: se usa el modelo el 
Retgas pero aplicado a hS186W. 
 
 
 
 
Figura A8. Región QM de la rodopsina hWT a partir del modelo Retgas: la región QM 
solamente contiene 11―cis―retinal y parte del residuo aminoacídico Lys296. Todas las 
cargas puntuales MM fueron ajustadas a cero para la estructura hWT y la base de Schiff fue 
desprotonada en este modelo. 
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Figura A9. Superposición de los 27 residuos aminoacídicos y del cromóforo 11―cis―retinal 
de las rodopsinas bovina (bWT) y humana (hWT) normales dentro de una esfera de radio 4,5 
Å con centro en el retinal. Se representa a bWT en negro y hWT en azul. 
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Figura A10. Evolución de las energías durante las simulaciones de dinámica molecular (MD): 
(a, b) con la proteína en bicapa lipídica solvatada (a) restringida (MD2R), (b) no restringida 
(MD2L); y (c) con la proteína solvatada (MD1). bWT (verde oscuro), hWT (verde claro), 
hM207R (azul), y hS186W (violeta).  
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Figura A11. Evolución de RMSD durante las simulaciones de dinámica molecular (MD): (a, b) 
con la proteína en bicapa lipídica solvatada (a) restringida (MD2R), (b) no restringida (MD2L); y 
(c) con la proteína solvatada (MD1). bWT (verde oscuro), hWT (verde claro), hM207R (azul), y 
hS186W (violeta).  
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Figura A12. Superposición de sitios de unión del retinal de la rodopsina bWT a partir de 
estructuras QM/MM optimizadas de la simulación MD2L y una estructura QM/MM de MD1. 
Código de colores: MD1, transparente; MD2L, rojo: 250 ps, verde: 370 ps, naranja: 500 ps, 
azul: 1 ns. A la izquierda: superposición de todas las estructuras; a la derecha: estructura 
QM/MM del sistema bWT (MD2L) después de 370 ps vs geometría QM/MM del sistema bWT 
pero del modelo MD1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura A13. Diferencias de energías MM totales (E) entre cada mutante (hM207R o hS186W) 
y hWT para el núcleo proteínico (Glu113, Lys296, 11―cis―retinal, H2O, Glu181, Tyr191, 
Tyr192, Tyr268 y Thr94; 182 átomos) de la rodopsinas insertadas en membrana. Las 
diferencias son calculadas a partir de los valores de energía de los últimos 101 instantes 
registrados durante la dinámica molecular clásica MD2R. E(hM207R)−E(hWT) en azul y 
E(hS186W)−E(hWT) en violeta.  
 
  
ANEXOS 
__________________________________________________________________________________ 
112 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura A14. Diferencias de energías MM totales (E) entre cada mutante (hM207R o hS186W) 
y hWT para el núcleo proteínico (Glu113, Lys296, 11―cis―retinal, H2O, Glu181, Tyr191, 
Tyr192, Tyr268 y Thr94; 182 átomos) de la rodopsinas insertadas en membrana. Las 
diferencias son calculadas a partir de los valores de energía de los últimos 101 instantes 
registrados durante la dinámica molecular clásica MD2L. E(hM207R)−E(hWT) en azul y 
E(hS186W)−E(hWT) en violeta.   
 
 
Tabla A1. Energías MM promedios absolutas y relativas (kcal/mol) del núcleo proteínico 
(Glu113, Lys296, 11―cis―retinal, H2O, Glu181, Tyr191, Tyr192, Tyr268 y Thr94; 182 
átomos) de la rodopsinas insertadas en membrana. Las energías promedios son obtenidas a 
partir de los valores de los últimos 101 instantes registrados durante las simulaciones MD2R y 
MD2L (Figuras A13 y A14).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 MD2
R MD2L 
Estructura Energía Total Energía relativa Energía Total 
Energía 
relativa 
hWT   166,9 ± 9,7(a) 0    176,0 ± 11,9(a) 0 
hM207R  179,0 ± 10,2 12,1 187,9 ± 10,9 11,9 
hS186W  247,8 ± 10,5 80,9 248,4 ± 11,4 72,4 
(a)Media aritmética ± desviación típica.  
